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Nichtenzymatische Transaminierung 
zwischen a-Aminosduren und a-Ketoséuren 
in Gegenwart von Metallionen 

Von 
Hermann Mix 


Aus dem Institut fiir Katalyseforschung Rostock der Deutschen Akademie der Wissenschaften 
zu Berlin 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Oktober 1958) 


Meinem Lehrer, Herrn Prof. Dr. W. Langenbeck, zum 60. Geburtstag in Verehrung 
gewidmet 


Die intermolekulare Ubertragung der Aminogruppe von «-Amino- 
siuren auf «-Ketosduren spielt im Stoffwechsel tierischer und pflanz- 
licher Organismen eine bedeutsame Rolle. Diese als enzymatische Trans- 
aminierung bezeichnete Reaktion war 1937 von Braunstein und 
Kritzmann!? entdeckt worden, nachdem Herbst und Engel? entspre- 
chende Modellversuche schon drei Jahre zuvor durchgefiihrt hatten. 
Noch friither hatten Langenbeck und Hutschenreuter® ebenfalls 
Umsetzungen zwischen «-Amino- und «-Ketosaéuren studiert und dabei 
einige wesentliche Vorgange aufgedeckt, nimlich das Entstehen von 
Iminoverbindungen mit einhergehender Decarboxylierung der «-Keto- 
siure und die teilweise oxydative Desaminierung der «-Aminosaure. 

Inzwischen hat die Beschaftigung mit der durch Enzyme katalysier- 
ten Transaminierung viel zur Aufklarung des Mechanismus biochemischer 
Umsetzungen beigetragen*. Aber auch Versuche zur nichtenzymatischen 
Transaminierung waren recht erfolgreich. Wahrend die Modellreaktionen 
von Herbst und Mitarbeitern®> noch betrachtlich vom Reaktionsver- 


1 A. E. Braunstein u. M. G. Kritzmann, Nature [London] 140, 503 [1937]; 
Bull. exp. Biol. Med. 8, 229 [1937]; Biochimia 2, 242 [1937]; Enzymologia [Amster- 
dam] 2, 129, 138 [1937]; Biochimia 2, 859 [1937]. 

2 R. M. Herbst u. L. L. Engel, J. biol. Chemistry 107, 505 [1934]. 

3 W. Langenbeck u. R. Hutschenreuter, Z. anorg. allg. Chem. 188, 1 
[1930]; W. Langenbeck, Chemie 55, 248 [1942]. 

4 Zusammenfassende Berichte mit ausfihrlichen Literaturangaben finden sich 
bei A. Meister, Advances in Enzymol. 16, 185 [1955]; Annu. Rev. Biochem. 25, 29 
[1956]; H. Kamin u. P. Handler, Annu. Rev. Biochem. 26, 432 [1957]; C. H. 
Lushbough u. B. 8. Schweigert, ebenda 27, 326 [1958]; M. J. Coon u. W. G. 
Robinson, ebenda 27, 591 [1958]. 

5 R. M. Herbst, J. Amer. chem. Soc. 58, 2239 [1936]; R. M. Herbst, Cold 
Spring Harbor Sympos. quantitat. Biol. 6, 32 [1938]; R. M. Herbst u. D. Ritten- 
berg, J. org. Chemistry 8, 380 [1943]; R. M. Herbst u. D. Shemin, J. biol. 
Chemistry 147, 541 [1943]. : 
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halten der Transaminasen abwichen — schon die Mechanismen unter. 
schieden sich fundamental —, gelang es Snell und Mitarbeitern®-8, den 
natiirlichen Vorbildern darin erheblich naher zu kommen. Auf Grund der 
Beobachtung, daB zwei natiirlich vorkommende Formen des Vitamins B,, 
Pyridoxal und Pyridoxamin, in Gegenwart geeigneter Substrate, insbe. 
sondere von Glutaminséure und «-Ketoglutarsaéure sich reversibel und 
ohne Freisetzung von CO, ineinander umwandeln konnten, schloB Snell! 
auf eine Beteiligung dieser Substanzen an der enzymatischen Trans. 
aminierung. 


In Versuchen mit Pyridoxal, Pyridoxamin und Metallionen ver. 
mochten Snell und Mitarbeiter eine groBe Anzahl von «-Aminosauren 
in die entsprechenden «-Ketosiuren und umgekehrt zu konvertieren. 
Dabei wurde dem Metallion die Funktion zugeschrieben, ein fiir die Kata. 
lyse wichtiges Chelat zu bilden’1°. Diese Annahme konnte inzwischen 
vielfaltig gestiitzt werden". Neuerdings scheint man dem Beweis naher. 
gekommen, da die lang vermutete Mitwirkung eines Metalls — vielleicht 
Eisen(II) — auch fiir enzymatische Transaminierungen zutrifft!. 


Die Versuche zur nichtenzymatischen Transaminierung erfolgten 
bisher unter mehr oder weniger unphysiologischen Bedingungen. Zum 
Beispiel bendtigten Metzler, Olivard und Snell*-§ hohe Tempera. 
turen, ein saures Medium und Metallionen, um Glyoxylséure mit Hilfe 
von Aminosauren direkt in Glycin tiberfiihren zu kénnen. Schon vor 
ihnen hatten Nakada und Weinhouse™ gezeigt, daB diese Reaktion 
auch ohne Metallionen in weitem pxu-Bereich und bei Raumtemperatur 
zustande kommt; Brenztraubensdure und «-Ketoglutarsdure reagierten 
unter diesen Bedingungen nicht. Daneben gibt es noch Arbeiten von 
Giri und Mitarbeitern'‘, welche in Gegenwart von Cellulose transami- 
nierten und von Matsuo!5, der pyridoxalkatalysierte Transaminierun- 
gen in absolutem Athanol durchfiihrte. 


Metzler u. E. E. Snell, J. Amer. chem. Soc. 74, 979 [1952]. 
Metzler, M. Ikawa u. E. E. Snell, J. Amer. chem. Soc. 76, 648 


.E. 
. E. 
. E. Metzler, J. Olivard u. E. E. Snell, J. Amer. chem. Soc. 76, 644 
[1954]; E. E. Snell, Physiol. Rev. 88, 509 [1953]. 
. E. Snell, J. Amer. chem. Soc. 67, 194 [1945]. 
. B. Longenecker u. E. FE. Snell, J. Amer. chem. Soc. 79, 142 [1957]. 
J. B. Longenecker u. E. E. Snell, Proc. nat. Acad. Sci. USA 42, 221 
1956); P. Fasella, H. Lis, N. Siliprandiu. C. Baglioni, Biochim. biophysica 
Acta [Amsterdam] "93, 417 [1957];, Y. Matsuo, J. Amer. chem. Soc. 79, 2011 
[1957]; R. L. Gustafson u. A. E. Martell, Arch. Biochem. Biophysics 68, 485 
[1957]; H. N. Christensen, J. Amer. chem. Soc. 79, 4073 [1957]; 80, 99 [1958]. 
12 M. V. Patwardhan, Nature [London] 181, 187 [1958]. 
13 H. I. Nakada u. 8. Weinhouse, J. biol. Chemistry 204, 831 [1953]. 
14K. V. Giri u. G. D. Kalyankar, Naturwissenschaften 40, 224 [1953]; 
K. V. Giri, G. D. Kalyankar u. C. 8. Vaidyanathan, Naturwissenschaften 
41,14 [1954]; C. 8S. Vaidyanathan, G. D. Kalyankar u. K. V. Giri, J. Indian 
Inst. Sci. 87, 304 [1955]. 
15 Y. Matsuo, J. Amer. chem. Soc. 79, 2016 [1957]. 
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Die eigenen Versuche wurden durch die Beobachtung ausgelést, daB 
Kupferchelate von Schiffschen Basen gewisser «-Amino- und «-Keto- 
siuren die Wasserstoffperoxydzersetzung katalysieren'®. Es war zu ver- 
muten, daB das Metallion zur Bildung, Stabilisierung oder Tautomeri- 
sierung der betreffenden Iminoverbindungen erheblich beitragt und da- 
mit auch einen Austausch von Aminogruppen begiinstigt. In der vor- 
liegenden Arbeit wurde deshalb die nichtenzymatische Transaminierung 
zwischen Brenztraubenséure und 17 verschiedenen «-Aminosaduren in 
Gegenwart von Metallionen durch quantitative papierchromatographi- 
sche Bestimmung des entstandenen Alanins untersucht. 


Methodik 


Brenztraubensaure wurde feinfraktioniert und ins Natriumsalz_ iiber- 
gefiihrt. Saimtliche verwendeten Aminoséuren waren Hanielspraparate. Sie 
wurden papierchromatographisch auf Reinheit gepriift und gegebenenfalls um- 
kristallisiert. ’ 

Von reinsten Metallsalzen und Athylendiamin-tetraessigsaure wur- 
den Vorratslésungen hergestellt; ebenso von den verschiedenen Pufferlésungen, 
deren pu standig kontrolliert wurde. Acetat-, Veronal- und Phosphatpuffer waren 
Im; der Britton-Robinson-Puffer enthielt Phosphat, Acetat und Borat in je 0,04m 
Lésung. 

Als Reaktionsgefi8e dienten maBgerecht angefertigte, lingliche, 25 cm® fas- 
sende Ampullen (@ etwa 2cm), die zur offenen Seite verjiingt und mit einem 
Kleinschliff versehen waren. Weiter und enger Teil der GefaBe waren so aufeinander 
abgestimmt, daB die 25-cm*-Marke kurz oberhalb der Verengung zu stehen kam. 
Zwischen der Volumenmarke und dem Schliff befand sich eine kugelférmige Auf- 
weitung, die ein spateres Hochsteigen oder Uberschaumen der Lésung verhindern 
sollte. Fiir die standige Durchmischung der Lésung wahrend der Reaktion sorgte 
ein Strom reinen Stickstoffs. Er wurde eingeleitet durch ein in Schliffe einge- 
schmolzenes Roéhrchen, das bis zum Boden der Ampulle reichte. Auf dem Schliff- 
aufsatz saB ein kleiner RiickfluBkiihler, damit auch bei héheren Temperaturen 
keine Konzentrationsinderungen eintreten konnten. Dariiber hinaus erlaubte der 
Kiihler die Weiterleitung und wiederholte Verwendung des Stickstoffs und zwar 
entsprechend der Anzahl hintereinander geschalteter GefaéBe bis zu 12mal. 

Durchfiihrung der Messungen: Aus entsprechenden Vorratslésungen 
wurden 1 mMol Aminoséure und 0,5 mMol Metallsalz in ein 250-cm*-Becherglas 
einpipettiert und mit CO,-freiem dest. Wasser auf etwa 70 cm aufgefiillt. Durch 
Zugabe von verdiinnter Natronlauge bzw. Schwefelsiure wurde das gewiinschte 
pH unter Verwendung einer Glaselektrode eingestellt. Dann wurden 2 mMol Na- 
triumpyruvat und, sobald das py exakt nachgestellt war, 10 cm? einer 1m Puffer- 
lésung zugegeben; schlieBlich wurde mit reinstem Wasser auf genau 100 cm? 
aufgefillt. Von diesem Gemisch lieBen wir jeweils 25 cm*® in die Reaktions- 
gefaBe einflieBen. Nachdem alle Ampullen, wie oben beschrieben, miteinander ver- 
bunden waren und der Stickstoff hindurchstrémte, wurde die ganze Anordnung bis 
iiber die Volumenmarken in einen auf 70 baw. 37° vorgeheizten Thermostaten ein- 
gesenkt. Nach dem Temperaturausgleich wurde die Zeit des Reaktionsbeginns 
abgelesen. 

Nach beendigter Reaktion wurden die Lésungen durch flieBendes Wasser 
schnell auf Raumtemperatur gebracht; dann wurden jedem GefaéB 10 cm® Lésung 
entnommen und diese mit 10 ~Mol Athylendiamin-tetraessigsiure versetzt. Bei 
groBen Reaktionsgeschwindigkeiten war es zweckmafBig, diese Endlésungen auf ein 
mehrfaches Volumen zu verdiinnen, bevor mit dem Auftragen begonnen wurde. 


16 H. Mix, Naturwissenschaften 43, 469 [1956]. 
1* 
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Zur quantitativen Bestimmung des Umsatzes wurden die Reaktionsprodukte 
zunachst papierchromatographisch auf Schleicher & Schiill-Papier 2040b mit 
n-Butanol/Eisessig/Wasser 4:1:1 aufsteigend in 15—18 Stdn. getrennt. An. 
schlieBend wurde das aus Brenztraubensiure gebildete Alanin photometrisch nach 
Schwerdtfeger’’ an Hand einer Eichkurve ausgemessen. Diese wurde taglich ney 
aufgestellt aus einer Alaninlésung, die denselben Reaktionsbedingungen ausgesctzt 
war, wie die zu analysierende Serie. Jeder Versuch wurde mehrfach wiederholt, 
wobei jeweils verschiedene Konzentrationen photometriert wurden. Die endgiiltigen 
Werte entstammten wenigstens zwanzig Kinzelmessungen, die innerhalb einer 
10%-Fehlergrenze gelegen hatten. 


-Ergebnisse 
Wie aus Vorversuchen zur Transaminierung hervorging, tibertraf 
Kupfer alle anderen Metalle an Wirksamkeit bedeutend. Infolgedessen 
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Abb. 1. Transaminierung 
von 2_mMol Brenztrau- 
bensaéure mit je 1 mMol 
der angegebenen Amino- 
siuren und 0,5 mMol 
CuSO, in 100 cm’ Britton- 
Robinson-Puffer bei ver- 
schiedenen py-Werten. 
Inkubation 2 Stdn. bei 
70°. Fiir Ornithin oberhalb 
pu 7 sind die abgelesenen 
Ordinatenwerte zu_ ver- 
doppeln. «-ABS = «- 
Aminobutters@ire. 





























17 K, Nehring u. E. Schwerdtfeger, Pharmazie 9, 913 [1954]; E. 
Schwerdtfeger, Angew. Chem. 70, 188 [1958]. 
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richteten sich die Untersuchungen in erster Linie auf das katalytische 
Verhalten des Kupfers. Abb. 1 gibt die Mengen des aus Brenztrauben- 
siure entstandenen Alanins wieder, wobei die Versuchsbedingungen die 
Entstehung von maximal 89 mg (lmMol) zulieBen — die basischen 
Aminoséuren ausgenommen. Im Falle des Ornithins, Lysins und Arginins 
war theoretisch ein doppelter Umsatz méglich. Dem Papierchromato- 
gramm war zu entnehmen, da aber nur Ornithin auch die 6-Amino- 
gruppe, allerdings in untergeordnetem MaBe, betatigt. Im Gegensatz 
dazu reagieren Ornithin und Lysin mit aromatischen Aldehyden iiber 
die endstaindigen Aminogruppen?®. 

Wie man sieht, ist das Ausmaf8 der Transaminierung stark py-ab- 
hangig und liegt zwischen 0 (Cystein) und nahezu 100% (Ornithin). Be- 
merkenswert ist, da saimtliche Aniinosduren ein gleichsinniges Reak- 
tionsverhalten zeigen, wobei aber die Aktivierung im einzelnen sehr 
unterschiedlich ist. Alkalien begiinstigen z. B. besonders die Transami- 
nierung der sauren Aminosduren. Uberraschenderweise nimmt auch der 
Umsatz der «-Aminobutterséure bei po 10 und 11 ungewohnlich stark 
zu. Kin allgemeines Reaktionsminimum liegt im Bereich der physiologi- 
schen pxu-Werte, wihrend in schwach saurem Gebiet, in Nachbarschaft 
der isoelektrischen Punkte neutraler Aminosauren, die Ausbeute voriiber- 
gehend wieder zunimmt. Lediglich die Umsatzkurven der basischen 
Aminosauren verlaufen ohne gréBere Unstetigkeit, obwohl Arginin und 
Lysin bei pu 7 ebenfalls eine geringe Tendenz zur Abschwachung der 
Reaktion erkennen lassen. Im Gegensatz zur metallfreien Transaminie- 
rung ist in stark saurer Losung kein Umsatz mehr nachzuweisen. Die 
Kurven fiir Phenylalanin, Methionin, Leucin und Norvalin, die etwa 
zwischen denen fiir Glutaminséure und Asparaginsaure liegen, sind nicht 
in Abb. 1 eingezeichnet, da von diesen Aminosauren stets ein Teil unge- 
lost blieb; sie kénnen deshalb nicht unmittelbar mit den anderen ver- 
glichen werden. Dennoch sind sie recht reaktionsfahig. 


Nichtenzymatische Transaminierungen sind bei biologischen Tem- 
peraturen bislang wenig durchgefiihrt worden, daher wurden die Mes- 
sungen bei 37° wiederholt. Sie konnten auf pu 7 beschrankt bleiben, da 
das Reaktionsverhalten bei anderen py-Werten durch Vergleich mit 
Abb. 1 abzuschatzen war. 

Wie ein Vergleich der Abb. 2 mit Abb. 1 zeigt, entsprechen die Um- 
sitze von 48 Stdn. bei 37° etwa denen von 2 Stdn. bei 70°, wobei starkere 
Abweichungen wie zu erwarten bei den schwerléslichen Aminosauren auf- 
traten. 

Aus Abb. 2 geht hervor, daB sich die Aminosdéuren im wesentlichen 
in vier Aktivitatsbereiche einordnen lassen. Den basischen Aminosauren 
Ornithin, Lysin, Arginin und — nichtaufgefiihrt — Citrullin mit den 
reaktionsfahigsten ~«-Aminogruppen folgt mit erheblichem Abstand eine 


18 B, Witkop u. Th. W. Beiler, J. Amer. chem. Soc. 76, 5589 [1954]. 
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Abb. 2. Transaminierung bei pq 7 
und 37°. Ansiatze wie in Abb. 1]. 
Ornithin im halben MaBstab. Die 
mit * bezeichneten Aminosauren 
waren teilweise ausgefallen. 


gleichartige Beobachtungen an 
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mittlere Gruppe, zu der auBer Glutaminsiure, Asparaginséure und Aspa. 
ragin noch die neutralen Aminosdéuren Glycin und «-Aminobutter. 
siure gehoren. Am schwachsten transaminieren naturgemaB die schwer. 


léslichen Aminosaiuren Phenylalanin, 
Methionin, Norvalin und Leucin, dann 
aber auch Isoleucin und Serin. Eine 
Reaktion von Valin ist kaum, von 
Histidin und Cystein — aber auch von 
Ammoniak — so gut wie nicht nach. 
zuweisen. 

Eine in jeder Hinsicht befriedigende 
Erklarung fiir diese betrachtlichen Ak. 
tivitatsunterschiede steht noch aus, 
Der Versuch, die Transaminierungs. 
geschwindigkeit mit der Kupf:rchelat- 
stabilitat der Aminosaéuren in Zusam. 
menhang zu bringen, war nur teilweise 
erfolgreich. Es liegen zwar einige Stabili- 
tiitskonstanten ebenso wie die entspre- 
chenden Transaminierungsaktivitaten 
auffallig weit auseinander, namlich zwi- 
schen log Kg = 13,0!® fur das sehr ak- 
tive Ornithin und log Kg = 18,33?° fiir 
das inaktive Histidin; doch es bleibt 
ungeklart, warum die ganz ahnlich 
stabilen Kupferchelate des Valins (log 
Ks = 14,44—15,42?!) und Glycins (log 
Ks = 15,03—15,902!) so verschieden 
wirksam sind. Auch sterische Griinde 
kénnen nicht wesentlich sein, denn 
Leucin hat einen nicht weniger raum- 
fiillenden Rest als Valin, ohne daB es 
dabei ahnlich reaktionstrage ware. 
Immerhin fallt auf, daB von allen 
untersuchten Aminosauren allein Valin 
und Isoleucin tertiére Kohlenstoff- 
atome in unmittelbarer Nachbarschaft 
zur Aminogruppe enthalten; vielleicht 
ist diese Tatsache fiir die erschwerte 
Transaminierung von Bedeutung. 

In diesem Zusammenhang darf auf 
nichtenzymatischen Transaminierungen 





19 A. Albert, Biochem. J. 50, 690 [1952]. 

20 L. E. Maley u. D. P. Mellor, Nature [London] 165, 453 [1950]. 

21 J. Bjerrum, G. Schwarzenbach u. L. G. Sillén, Stability Constants I, 
§. 8 u. 35, Chemical Society, London 1957. 
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mit Pyridoxal bzw. Pyridoxalphosphat hingewiesen werden®*?. Auch 
dort gehéren Valin und Isoleucin zu den reaktionstragsten Amino- 
siuren, obgleich — oder weil — gerade sie die stabilsten Imine** bilden. 

Die Gemeinsamkeiten im Reaktionsverhalten zwischen Pyridoxal- 
Aminosauren einerseits und Brenztraubenséure-Aminosduren anderer- 
seits, die sich zum Teil auch auf die katalytische Wirkung der verschie- 
denen Metallionen erstrecken, tragen sehr zur Annahme bei, da wahr- 
scheinlich in beiden Fallen ein ahnlicher Reaktionsmechanismus vorliegt. 
Nachstehende Formelreihe gibt den angenommenen Reaktionsverlauf 


wieder. 
R-CH(NH,)-CO,H + R’-CO-CO,H 











{| + ewe 
R—CH—CO R—CH—CO R—C——CO 
| | | | 
NH, O NH, 0 0 0 
, ta R CH(NH,)-CO,H ‘, id R’-CO-CO,H | bd 
” 7 “RCO CO,H ” P ~\ ~R-CH(NH,)-CO,H of { 
O NH, ' Oo oO 0 Oo 
| | | 
oc——CH-—R OC——C—R’ ocC—C—R’ 
I jf II III 
— 8,0 // 
J/ 
R—CH—CO R—C—cCO 
\ N\ 
>O >O 
N—>Cu SS N—-Cu 
SO So 
R—C co R’—-CH—CO 
IV jf V 
+ H,O 
R/—C CO R—C CO R—C CO 
| 
O O O O O O 
. / | COCO, _ * / R CH(NH,)-COsH , ~ 2 
- *\ ~"RCOCO,H ” 2 4 R’-CH(NH,) CO,H :: ~ 
O NH, O NH, : is 
| | | | 
OC——CH—R’ OC——CH—R’ OC——CH—R 
Vil VI VIII 
{l — Cute {l — Cut® {| — Cu’e 
R’-CO-CO,H R-CO-CO,H R-CO-CO,H 
+ R’-CH(NH,)-CO,H + R’-CH(NH,)-CO,H -+ R-CH(NH,)-CO,H 


22 1). KE. Metzler, J. Amer. chem. Soc. 79, 485 [1957]. 
23 F.C. McJntire, J. Amer. chem. Soc. 69, 1377 [1947]. 
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Voraussetzung fiir eine Transaminierung ist die Chelatbildung, denn 
ohne Metall erfolgt keine Reaktion. Nur ein ,,gemischtes‘ Chelat (II) 
kann sich weiter umsetzen. Das Gleichgewicht zwischen I, II und III ist 
aber abhangig von den jeweiligen Stabilititskonstanten, und damit be. 
steht zweifellos ein gewisser Zusammenhang zwischen Chelatstabilitat 
und Transaminierungsgeschwindigkeit. Da z. B. Histidin mit Kupfer ein 
auBerordentlich stabiles Chelat bildet, unterbleibt eine Reaktion mit 
Brenztraubensaure. 

Ein Uberschu8 an Brenztraubensiure mu8 dagegen das Gleich. 
gewicht in Richtung des gemischten Chelats II verschieben und die Aus. 
beute an transaminierten Produkten erhdhen. Wie aus Abb. 3a hervor. 
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Abb. 3. Transaminierung bei veranderten Konzentrationen der Komponenten. 
Reaktionsbedingungen und Konzentrationen wie in Abb. 1 (py 7); variiert wurde 
die Konzentration der Brenztraubensaure (a), der Aminosdure (b) baw. des CuSO, 
(c). Fir die gestrichelten Kurven sind die abgelesenen Ordinatenwerte zu verdoppeln. 


geht, ist diese Annahme berechtigt. Andererseits wird die Reaktion 
erheblich verlangsamt, wenn die Aminosiurekonzentration und damit 
die des Kupfer-Aminosaurechelats I vergréBert wird (Abb. 3b). SchlieB- 
lich fihrt auch eine Vermehrung von Metallionen teilweise zur Verlang- 
samung der Transaminierung. Wahrscheinlich wird in diesem Falle die 
Konzentration an freier Brenztraubensiure vermindert, was ebenfalls 
eine Abnahme an Chelat IT zur Folge hat (Abb. 3c). 

Wie das Reaktionsschema ferner zeigt, fiihrt die hydrolytische Spal- 
tung der Schiffschen Basen wahrscheinlich wieder zu gemischten Chela- 
ten, bevor ein Zerfall in die Komponenten erfolgt. Zwar kénnen auch die 
Chelate VII und VIII, mit denen Chelat VI im Gleichgewicht steht, 
ihrerseits wieder zu Schiffschen Basen reagieren, dies andert jedoch 
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nichts an der Bilanz der Transaminierungsreaktion, da in beiden Fallen 
die Ausgangs- und Endprodukte identisch sind. Abweichend von der 
obigen Formelreihe ist aber auch eine Reaktion denkbar, in der sich 
iiberschiissige «-Ketosiure direkt mit dem Chelat V umsetzt, wobei sie 
die transaminierte Ketosaure in ahnlicher Weise verdrangt, wie dies z. B. 
reaktionsfahige Carbonylverbindungen tun, wenn sie Aldehyde oder 
Ketone aus ihren Phenylhydrazonen freisetzen. Ob und in welchem Um- 
fange diese Méglichkeit praktisch Bedeutung hat, miissen kiinftige Un- 
tersuchungen lehren. 

Sofern die Transaminierung nach dem obigen Schema ungestért ab- 
lauft, ist sie mehr oder weniger reversibel. Tatsaichlich treten unter den 
angewandten Bedingungen auBer der Ubertragung von Aminogruppen 
Nebenreaktionen, wie z. B. Decarboxylierung, in nennenswertem Umfang 
nicht auf. Dies konnte papierchromatographisch u. a. am Beispiel des 
Arginins aufgezeigt werden. Es wurde die «-Keto-6-guanido-valerian- 
siure in der erwarteten Menge nachgewiesen, nicht aber der entspre- 
chende Aldehyd oder irgendein anderes Reaktionsprodukt. Ebensowenig 
waren bei der Umsetzung von «-Keto-d-guanido-valerianséure mit 
Alanin neben Arginin irgendwelche Abbauprodukte der «-Ketosadure 
erkennbar. Allerdings war die Ausbeute an Arginin gering, sicherlich ein 
Zeichen dafiir, daB die Bildung von «-Keto-6-guanido-valeriansaure 
gegentiber Arginin stark begiinstigt ist. Hieraus kann gefolgert werden, 
daB die hohe Aktivitat der anderen basischen Aminosiauren offenbar auf 
einer ahnlichen Gleichgewichtseinstellung beruht. 

Das AusmaB der Transaminierung ist abhangig von dem tautomeren 
Gleichgewicht zwischen den Schiffschen Basen IV und V”?. Nach den Er- 
fahrungen dieser Arbeit bewirkt der basische Rest (R) eine Verschiebung 
dieses Gleichgewichtes zugunsten der Verbindung V. Versuche mit ande- 
ren x«-Ketosauren sprechen dafiir, daB im tautomeren Gleichgewicht Ver- 
bindung IV dann iiberwiegt, wenn in R ein saurer Rest vorkommt. Erst 
weitere Untersuchungen werden entscheiden lassen, welche der Teil- 
reaktionen im einzelnen die Geschwindigkeit bestimmt, worauf die Basen- 
wirkung beruht und ob sich eine Aktivierung auf die Bildung der Schiff- 
schen Base, auf die Tautomerie des Imins oder auf die Spaltung beziehen 
muB. 

DaB es sich bei den hier beschriebenen Transaminierungen also um 
einen recht komplexen Vorgang handelt, beweisen auch die folgenden, 
mit verschiedenen Puffern ausgefiihrten Messungen. 

Den EinfluB von Fremdionen auf die Transaminierungsreaktion ver- 
mittelt Tab. 1. Fiir alle Beispiele trifft ein ahnlicher Verlauf zu, doch 
bleibt eine reine Parallelverschiebung aus. Im wesentlichen scheint die 
Borsaure fiir die reaktionsmindernde Wirkung des Britton-Robinson- 
Puffers verantwortlich zu sein, denn Veronal- und Phosphatpuffer unter- 
scheiden sich nur geringfiigig voneinander. Durch Citronenséure kommt 
die Transaminierung bereits in schwach saurer Losung fast ganz zum 
Erliegen. ’ 
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Tab. 1. mg Alanin nach Transaminierung in verschiedenen Pufferlésungen, 
2 Stdn., 70°, Konz. wie bei Abb. 1. a) Acetatpuffer, b) Britton-Robinson- Puffer, 
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c) Phosphatpuffer nach Sérensen, d) Veronalpuffer. 
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Abb. 4. Einflu8 verschiedener Metallionen auf die Transaminierung bei py 8 
(Veronalpuffer). Ansatze wie bei Abb. 1 angegeben. 
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Von Interesse war auch das Verhalten anderer Metalle, insbesondere 
jener, die als sogenannte Spurenelemente fiir die Biologie von Bedeutung 
sind und deren Mitwirkung bei Enzymreaktionen zum Teil gesichert ist. 
Es zeigt sich, da8 im wesentlichen nur drei Metalle eine mit Kupfer ent- 
fernt vergleichbare Wirkung besitzen (Abb. 4). Wahrend eine Aktivierung 
durch Kobalt und Nickel nicht unerwartet kommt, tiberrascht die relativ 
groBe Wirksamkeit des Vanadiums ebenso wie die Indifferenz des 
Eisens (vgl. Tab. 2). 


Tab. 2. mg Alanin nach Transaminierung mit verschiedenen Metallen. pq 8, 
Veronalpuffer, Ansaitze wie bei Abb. 1. 



































Fe2® | Mn? | Zn2® | Cd2® | La®® | Ce%® | Al® | Cr | UOZ 
Ornithin . . 3,1 2,0 | 4,5 <i | 2,4* 1,8* 2,0 1,6 3,0 
bysin . ss 11 <l 2,1 eyo Piel Sie 7 1,5 |< 2 
Arginin . . |< l <l 2,1 Ciel et Kel 1,6*|< 1 
Glycin. . . [<1 2,0} 2,6 < 5,2* 25*i<1 {<1 3,4 


* teilweise ausgefallen. 


Die durch Kobalt(II), Nickel(II) und Vanadium(V) umgesetzten 
Mengen unterscheiden sich nicht wesentlich voneinander. Auffallend ist 
allerdings das Ausbleiben der Reaktion im Faile des Kobalt- und Nickel- 
asparaginats und die erstmals gut erfaBbare Umsetzung des Histidins 
durch den EinfluB von Vanadiumionen. 

Zn, Cd2°, Mg”, Al®°, Mn°, Cr3°, Mo®, UO3°, La®® und Ce waren 
zum Transaminieren wenig oder garnicht geeignet. 

Ganz allgemein kann festgestellt werden, daB Ornithin von allen 
untersuchten Aminosduren mit Abstand am leichtesten transaminiert. 
Erfolgt mit Ornithin kein Austausch der Aminogruppe, dann ist nicht 
damit zu rechnen, daB andere Aminoséuren in nennenswertem Umfang 
dazu befahigt sind. Einzig Glycin scheint in Ausnahmefallen die Amino- 
gruppe ahnlich leicht austauschen zu kénnen wie Ornithin. 

Die mitgeteilten Versuchsergebnisse kénnen zum Verstandnis der 
Enzymwirkung beitragen, denn sie geben Hinweise fiir den Einflu8 von 
Metall und Eiwei8. Es spricht manches dafiir, da8 Metallionen wie in den 
hier besprochenen Fallen schon bei der Zusammenfithrung von Coenzym 
und Substrat eine Rolle spielen und daB sie ferner fiir die Iminbildung 
von Wichtigkeit sind. An der Einstellung des Gleichgewichts ist sicher- 
lich das EiweiB des Apoenzyms mafgeblich beteiligt. Die in Anordnung 
und Zahl aufeinander abgestimmten basischen und sauren Gruppen des 
Gesamtenzyms tiben wahrscheinlich ahnliche Funktionen aus, wie die 
polaren Reste der vorstehend verwendeten Aminosiuren; aber es ist 
nicht ausgeschlossen, daB8 Metallionen auch hier zusatzlich als Beschleu- 
niger wirken. 

Kinige dieser SchluBfolgerungen stimmen mit den Anschauungen 
iiberein, die Snell und Mitarbeiter, besonders auch Metzler??, aus Ver- 
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suchen tiber pyridoxalkatalysierte Transaminierungsreaktionen herge. 
leitet haben. 


Fri. Ingrid Peckruhn sei fiir fleiBige und gewissenhafte Mitarbeit besonders 
herzlich gedankt. Auch Frl. Brigitte Kropp bin ich fiir Hilfe zu Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung 


Die nichtenzymatische Transaminierung zwischen Brenztrauben. 
siure und Aminosduren in Gegenwart von Metallionen wurde im px. 
Bereich von 4 bis 11 durch quantitative Papierchromatographie des 
gebildeten Alanins untersucht. Die verwendeten 17 Aminosauren reagier- 
ten in unterschiedlichster Weise. Der Umsatz war abhangig vom px und 
lag mit Cu®® als Katalysator nach 2 Stdn. (70°) zwischen 0 (Histidin, 
Cystein) und nahezu 100% (Ornithin). 

Die Reaktion wurde auch bei 37° durchgefiihrt. Durch Abwandlung 
der Mengenverhiltnisse wurde eine fiir die Ausbeute an transaminierten 
Produkten giinstige Zusammensetzung der Reaktionsteilnehmer er- 
mittelt. 

Die Wirkung von insgesamt 15 verschiedenen Metallen auf die 
nichtenzymatische Transaminierung wurde verglichen. 


Summary 


The non enzymatic transamination between pyruvate and amino 
acids in the presence of metal ions was studied between pH 4 and pH 11 
by quantitative paper chromatography of the alanine formed. The 17 
amino acids used reacted very differently. The turnover was dependent 
on the pH and lay between 0% (histidine, cysteine) and close to 100% 
(ornithine),‘after 2 hrs. (70° C), with Cu” as catalyst. 

The reaction was also studied at 37°. A mixture favouring the yield 
of transamination products was determined by varying the relative 
amounts of reactants. 

The actions of 15 different metals on the non enzymatic trans- 
amination were compared. 
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Untersuchungen iiber Rinderleberkatalase, I 


Zur Kenntnis der Sulfhydryl- und Disulfidgruppen des Proteins 
Von 
H. R. Sehiitte und H. Niirnberger 


Aus der Arbeitsstelle fiir Biochemie der Pflanzen zu Halle (Saale) der Deutschen Akademie der 
Wissenschaften Berlin und dem Institut fiir Organische Chemie der Universitat Halle 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Oktober 1958) 


Unserem verehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. W. Langenbeck, 
zum 60. Geburtstag gewidmet 


Die Aminoséurezusammensetzung der hexagonal kristallisierenden 
Rinderleberkatalase wurde von Schnuchel! beschrieben. Danach sind 
in der Katalase 10 Mole Cystin pro Mol Ferment enthalten, bezogen auf 
ein Molekulargewicht von 225000. Dabei ist nichts tiber das Verhaltnis 
Cystein:Cystin gesagt. Da das Cystein praktisch die einzige Aminosaure 
ist, die eine SH-Gruppe besitzt, kommt die SH-Bestimmung einer 
Cysteinanalyse gleich.Aufgabe dieser Arbeit sollte es sein, die Zahl der 
freien als auch der maskierten SH-Gruppen zu bestimmen. Obwohl 
dem Hamin als prosthetischer Gruppe eine groBere Wirkung zukommen 
mag, sollte untersucht werden, inwiefern sich durch Blockierung der 
SH-Gruppen eine Beeinflussung der Enzymaktivitat erreichen la8t. Die 
dabei im UV-Absorptionsspektrum auftretenden Veranderungen wurden 
gemessen. Weiterhin interessierte uns das Problem der reduktiven 
Spaltung der eventuell vorhandenen Disulfidbriicken und das elektro- 
phoretische Verhalten der reduktiv gespaltenen Katalase. 


Beschreibung der Versuche 


1. Die Darstellung der kristallisierten Rinderleberkatalase 


erfolgte nach Schnuchel? aus gesunder Leber. Die Leber wurde bei —15° ein- 
gefroren und im gefrorenen Zustand verarbeitet. Dadurch konnte ein Schmieren 
beim Zerkleinern verhindert werden. Nach 4stdg. Papierelektrophorese auf 
Schleicher & Schill-Papier 2043b mit Veronal-Puffer, pH8,6, Ionenstirke 0,12, 
200 V verhielt sich das Ferment einheitlich. 


2. Bestimmung der SH-Gruppen 
Da die SH-Gruppenbestimmungen unter verschiedenen Versuchsbedingungen 
oft widersprechende Ergebnisse liefern, haben wir zur Kontrolle zwei unabhangige 
Methoden benutzt. Einerseits bestimmten wir die SH-Gruppen durch Titration 
mit p-Chlormercuribenzoat nach MacDonnell u. a.%; andererseits wurde die 
amperometrische Titration mit Silbernitrat angewandt‘. 


1G. Schnuchel, diese Z. 308, 91 [1956]. 
2 G. Schnuchel, diese Z. 298, 241 [1954]. 
3 L. R. MacDonnell, R. B. Silva u. R. E. Feeney, Arch. Biochem. Bio- 
physics 82, 288 [1951]. 
4 K. Heide, Behringwerk-Mitteil., Heft 30. 
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a) Titration mit p-Chlormercuribenzoat 
Verwendete Lésungen: 0,005m p-Chlormercuribenzoat®. Die genau ein. 
gewogene Menge der freien Saure wurde in 0,01n NaOH gelést. 
0,005m Cystein-hydrochlorid. 
Nitroprussidnatrium-Natriumcarbonat 1:2 als Indikator. 
Anstelle des bei MacDonnell*® verwendeten Acetatpuffers (px 5,3), in 
dem sich die Katalase schlecht liste, arbeiteten wir mit einem 0,067m 
Phosphatpuffer, py 6,8. 

Der geringe Cystingehalt der Rinderleberkatalase machte es notwendig, min. 
destens 50—100 mg Ferment zu einer Einwaage zu verwenden, um die MeBfehler 
in kleinen Grenzen zu halten. Diese Menge wurde in 5 mi Puffer gelést. In dieser 
Konzentration war die Lésung stets braun gefarbt, so daB eine direkte Endpunkts. 
bestimmung, wie sie bei den meisten oxydierenden Methoden angewandt wird, 
nicht méglich war. Das im Uberschu8 zugegebene p-Chlormercuribenzoat wurde 
nach 15 Min. dauernder Einwirkung mit Cystein-hydrochlorid zuriicktitriert; den 
Endpunkt bestimmten wir durch Tipfelreaktion mit Nitroprussidnatrium. 

Neben der Bestimmung der SH-Gruppen im nativen Protein wurden p-Chlor. 
mercuribenzoat-Titrationen nach 15 Min. wahrender Denaturierung mit 5 ml einer 
8m Lésung von Guanidin-hydrochlorid durchgefiihrt. Danach lassen sich auch die 
maskierten SH-Gruppen, die im nativen Protein nicht reagieren, mit p-Chlor- 
mercuribenzoat erfassen. : 

b) Amperometrische Titration mit Silbernitrat 

Es wurde mit einer rotierenden Platinelektrode als Indikatorelektrode 
und einer K,(HgJ ,)-Elektrode als Bezugselektrode nach Heide? gearbeitet. 
Verwendete Lésungen: 0,001m AgNO,. Puffer: 0,067m Phosphatpuffer, 
pu6,8. 50 mg Protein wurden in 5 m/ Puffer gelést. 


3. Messung der Katalaseaktivitat nach Blockierung der SH-Gruppen 
mit p-Chlormercuribenzoat und Silbernitrat 


Die Katalaselésungen enthielten pro ml 5—10 y Ferment. Je ein ml davon 
wurde mit 0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 und 1,0 m/ 0,005m p-Chlormercuribenzoat 15 Min. 
bei Raumtemperatur inkubiert. Dazu haben wir 50 ml 0,03n H,O, in 0,067m 
Phosphatpuffer, pH 6,8, gekiihlt auf 0°, hinzugegeben (Zeit 0). Nach 3, 6, 9 und 
12 Min. wurden jeweils 5 ml entnommen, 10 m/ 10proz. Schwefelsiure zugesetzt 
und mit 0,005m KMn0O, titriert. Zur Zeit 0 bestimmten wir immer den Verbrauch 
an KMnO,-Lésung fiir 5 ml H,O,. Der Aktivitiitsverlust wurde an Hand des Um- 





satzes nach 12 Min. berechnet. Die Hemmung durch Silbernitrat erfolgte mit 
0,001m AgNO,; die Abnahme der Aktivitét wurde analog der oben beschriebenen | 
p-Chlormercuribenzoat-Einwirkung bestimmt. 
4. Die reduktive Spaltung der Disulfidbriicken | 
Zur Spaltung der eventuell vorhandenen Disulfidbriicken benutzten wir die 
reduzierende Wirkung des Lithiumthioglykolats. Mit einigen Anderungen arbei- 
teten wir nach der Methode von Lindley®. 15 mg Katalase wurden in 2 ml Phos- 
phatpuffer, pH 6,8, gelést. 2 ml 0,5m Lithiumthioglykolat wirkten 4 Stdn. auf die 
geléste Katalase ein. Mit 40 m/ einer salzsauren Acetonlésung (1m HCl: Aceton- 
1: 39) fallten wir dann das Protein und isolierten es durch Zentrifugieren. Ein 
UberschuB von in 2 ml Phosphatpuffer frisch geléstem Jodacetamid diente dazu, 
die bei der Reduktion freigesetzten SH-Gruppen zu binden. Nach 1 Stde. wurde 
das modifizierte Protein erneut mit salzsaurem Aceton gefallt und abzentrifugiert. | 
Zur Papierelektrophorese auf Schleicher & Schiill-Papier 2043b lésten wir es in 
1 ml einer 0,1m Lithiumthioglykolatlésung, die 8 molar an Harnstoff war. Der pu 
dieses Puffers betrug 5,1. Weiterhin benutzten wir einen Veronalpuffer, px8,6, 
und einen sauren Glycinpuffer vom py3,2. Die Dauer der Elektrophorese betrug 
16 Stdn. bei 200 Volt. Wir arbeiteten ohne Kiihlung bei Raumtemperatur. Die 


5 Org. Syntheses, Coll. Vol.I, S. 159, 494, 519. 
6 J. Lindley, J. Amer. chem. Soc. 77, 4927 [1955]. 
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Anfarbung geschah mit diazotierter Sulfanilsiure? und mit Amidoschwarz 10 B. 
Daneben haben wir die Katalaseaktivitat der mit Lithiumthioglykolat reduzierten 
Katalase wie oben beschrieben gemessen. 


5. UV-Spektren 


Die UV-Absorption wurde mit dem Universal-Spektrophotometer VSU 1 des 
VEB Carl ZeiB, Jena, gemessen. Wir beriicksichtigten den Wellenlangenbereich 
yon 250—425 my. Als Lichtquelle diente eine Wasserstofflampe. Die Quarz- 
kiivetten hatten eine Schichtdicke von 0,2 cm. 11,3 mg Katalase wurden in 5 ml 
Phosphatpuffer, pH6,8, und 5 ml 0,005m p-Chlormercuribenzoat gelést. Zur Kom- 
pensation der Eigenabsorption des p-Chlormercuribenzoats wurde eine gleiche 
Menge Puffer + Reagenz, jedoch ohne Katalase, als Leerwert gemessen. Auf gleiche 
Art haben wir das UV-Spektrum von mit Lithiumthioglykolat behandelter Kata- 
lase gemessen. 


Ergebnisse und Diskussion 


Die in Proteinen vorkommenden SH-Gruppen sind nicht alle aktiv. 
Die latenten Gruppen, die erst nach der Dénaturierung in Erscheinung 
treten, werden als ,,maskiert‘‘ bezeichnet®. Ob diese Maskierung durch 
die gefaltete Konfiguration des nativen Proteins sterisch bedingt ist 
oder ob intramolekulare Wasserstoffbriicken, Salzbindungen sowie leicht 
dissoziierende kovalente Bindungen der Grund sind, ist noch nicht restlos 
geklirt. Bei einer gew6hnlichen Bestimmungsmethode werden lediglich 
die aktiven SH-Gruppen erfaBt. 

Unter Zugrundlegung eines Molekulargewichts von 225000 fiir 
das Katalasemolekiil ergab sich fiir das native Protein nach der p-Chlor- 
mercuribenzoatmethode ein Cysteingehalt von 6,06 + 0,105 Aquiv./Mol 
(Tab. 1a). Den gleichen Wert (6,07 ++ 0,08 Aquiv./Mol) erhielten wir bei 
der amperometrischen Titration mit Silbernitrat (Tab. 2, Abb. 1). 


Tab. 1. Bestimmung der SH-Gruppen der Katalase mittels p-Chlormercuri- 
benzoats: a) nativ, b) nach Denaturierung mit Guanidin-hydrochlorid. 














Katalase p-Chlorm.zuges.} Cysteinverbr. |p-Chlorm. umges. Aquiv./Mol 
100,4 mg 3,00 ml 2,53 ml 0,55 ml 6,17 
a) 100,2 mg 2300 ml 1,55 ml 0,53 ml 5,96 
99,9 mg 3,00 ml 2,54 ml 0,54 ml 6,07 
100,8 mg 3,00 ml 2,15 ml 0,93 ml 10,32 
b) 101,0 mg 3,00 ml 2,16 ml 0,92 ml 10,21 
102,0 mg 3,00 ml 2,15 ml 0,93 ml 10,24 








Tab. 2. SH-Gruppenbestimmung der Katalase durch amperometrische Titration. 





mg Katalase ml AgNO, | Aquiv./Mol 











50,1 1,37 6,15 
50,3 1,36 6,08 
50,1 1,33 5,99 


7H. Pauly, diese Z. 42, 508 [1904]. 
8 L. Hellermann, F. P. Chinard u. V.R. Deitz, J. biol. Chemistry 147, 
443 [1943]. ; 
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Amide, besonders das Guanidin-hydrochlorid, wirken stark denatu. 
rierend. Mit diesem erreicht man in etwa 8molarer Konzentration die 
vollstandige Freisetzung aller maskierten SH-Gruppen®. Das denatu. 
rierte Protein wird dabei in Lésung gehalten. Die Titration einer derartig 
denaturierten Katalase mit p-Chlormercuribenzoat erbrachte den Wert 
von 10,26 + 0,06 Aquiv./Mol (Tab. 1b). 

Vom Cysteinverbrauch sind stets 0,08 ml abgezogen; diese waren not. 
wendig, um die Farbreaktion in einer Blindprobe herbeizufiihren. 

Zu den in nativer Katalase nachzuweisenden 6 freien SH-Gruppen 
kommen also noch 4 maskierte -hhinzu. Aus den Versuchen geht hervor, 
daB von.den 10 Cystinmolekiilen? 5 als Cysteine vorliegen, wobei nur 
sechs der 10 SH-Gruppen der Cysteinmolekiile frei in Erscheinung treten, 
wahrend die restlichen vier maskiert sind. Die verbleibenden fiinf 
Cystine liegen in der Katalase als Disulfidbriicken vor. 
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Unsere Untersuchungen iiber den Aktivitatsverlust der Katalase 
nach Blockierung der Sulfhydrylgruppen mit p-Chlormercuribenzoat 
und Silbernitrat zeigen, daB die freien SH-Gruppen fiir die Funktion des 
Enzyms nur von untergeordneter Bedeutung sein kénnen. Da erst bei 
relativ groBen Konzentrationen an Hemmstoff eine deutliche Hemmung 
eintritt, ist es wahrscheinlich, daB die auftretenden Effekte nicht allein 
durch eine Blockierung der SH-Gruppen bedingt sind (vgl. Abb. 2 und 3), 


Disulfidbriicken kénnen entweder innerhalb einer Peptidkette auf- 
treten oder mehrere Ketten verbinden. Im letzteren Fall miBte bei 
ihrer Spaltung, wenn man annimmt, da verschiedene Peptidketten 
vorliegen, unter giinstigen elektrophoretischen Bedingungen eine Auf- 
trennung erfolgen. Die Spaltung kann oxydativ oder reduktiv vorge- 
nommen werden. Oxydation der Katalase mit Perameisensaure fthrt 
aber zu einem sehr schwer loslichen Produkt, das erst nach partieller 
Hydrolyse in Lésung gebracht werden kann. Derartige Untersuchungen 


sind im Gange. Wesentlich schonender ist die reduktive Spaltung der 


® J. P. Greenstein, J. biol. Chemistry 130, 519 [1939]. 
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Disulfidbriicken, die von Lind ley® beim Insulin mit Lithiumthioglykolat 
erfolgreich durchgefiihrt worden ist. Bei 4stdg. Einwirkung von Lithium- 
thioglykolat auf Katalase war ein starker Abfall der Enzymaktivitat 
zu verzeichnen. Daraus geht hervor, daB die Disulfidbriicken fiir das 
Enzym von weitaus gréBerer Bedeutung sind als die SH-Gruppen. 
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Abb. 2. Hemmung der Katalaseaktivitat durch 0,005m p-Chlormercuribenzoat (1) 
und 0,001m Silbernitrat (II) 1°. 
Abb. 3. Zeit-Umsatz-Kurve der reinen Katalase (I), sowie in Gegenwart von 1 ml 
Silbernitrat (II) oder 1 ml p-Chlormercuribenzoat (III)?°. 


Ceriotti und Mitarbeiter! untersuchten die Katalasehemmung 
mit Cystein. Die Ergebnisse konnten von uns bestatigt werden (vgl. 
Abb. 4). Es ist anzunehmen, daB die Wirkung des Cysteins gleichfalls 
auf einer reduktiven Beeinflussung-der Disulfidbriicken beruht. 





. ] 
Abb. 4. Zeit-Umsatz-Kurve von reiner N ad 
Katalase ohne (I) und in Gegenwart 2 

von 1 mi Cystein (II), sowie von a 
Katalase, die mit Thioglykolat redu- 7 

: 10 Il 
ziert worden war (IIT)?°. 20: 

J II] 
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Eine papierelektrophoretische Auftrennung der reduktiv gespaltenen 
Katalase gelang uns nicht, obwohl Puffer der py-Werte 3,2, 5,1 und 8,6 
verwendet wurden. Wir nehmen deshalb an, daB die Peptidketten nicht 
allein von den Disulfidbriicken zusammengehalten werden, sondern dab 
noch andere Faktoren zur Bindung beitragen. Vorversuche iiber die 
Endgruppen der Katalase deuten darauf hin, daB mehrere verschiedene 


10 Versuchsbedingungen s. S. 14. 
u G. Ceriotti, L.Spandrio u. KE. Berti, Biochim. biophysica Acta [Amster- 
dam] 28, 362 [1957]. 
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Peptidketten vorliegen. Die spektroskopischen Absorptionsmessungen 
der mit p-Chlormercuribenzoat blockierten Katalase sowie des mit 
Lithiumthioglykolat behandelten Ferments im UV-Bereich lieBen er. 
kennen, daB die Soret-Bande in ihrer Intensitat etwas erniedrigt wurde, 
das Maximum aber keinerlei Verschiebung nach anderen Wellenlangen 
hin erfuhr (Abb. 5). 














— 
2 
——t 
ees a 


—sasee = 
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Ain mu 
Abb. 5. UV-Absorptionsspektrum von Katalase (——) und Katalase + p-Chlor. 
mercuribenzoat (— — —) bzw. Thioglykolat (..... ) (vgl. S. 15). 


Das zweite Maximum des Katalasespektrums bei 270 my, das vor- 
wiegend dem EiweiBanteil zukommt, war nicht mehr aufzufinden, die 
Extinktion stieg hier mit abnehmender Wellenlainge fortlaufend an. Da 
die Veranderungen sich also hauptsaichlich am Maximum bei 270 my 
zeigten, nehmen wir an, daB die prosthetische Gruppe von den genannten 
Reagenzien nur wenig beeinfluBt wird ; die Wirkung scheint sich vielmehr 
auf die EiweiBkomponente zu erstrecken. Eventuell kénnen die geringen 
Unterschiede in der Extinktion der Soret-Bande auf eine veranderte 
Bindungsfestigkeit des EiweiBanteils mit der prosthetischen Gruppe 
zurickgefiihrt werden. 


Den Herren Professoren Dr. W. Langenbeck und Dr. K. Mothes méchten 
wir an dieser Stelle fiir ihre Unterstiitzung unseren besonderen Dank aussprechen. 


Zusammenfassung 


Kristallisierte Rinderleberkatalase besitzt neben sechs freien 
Sulfhydrylgruppen noch vier maskierte SH-Reste. Die SH-Gruppen 
tiben keinen wesentlichen EinfluB auf die Enzymaktivitat aus. Bei der 
reduktiven Spaltung der Disulfidbriicken tritt ein starker Abfall der 
Katalaseaktivitat auf. Die UV-Absorptionsspektren der mit p-Chlor- 
mercuribenzoat blockierten und der reduzierten Katalase wiesen gegen- 
tiber dem Spektrum der reinen Katalase Unterschiede auf. Das Maximum 
bei 270 mu war nicht mehr aufzufinden, die Extinktion stieg mit ab- 
nehmender Wellenlange fortlaufend an. 
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Summary 


Cristalline beef liver catalase contains, besides six free sulphhydryl 
groups, four masked SH residues. The SH groups have essentially no 
influence on enzyme activity. When the disulphide bridges are cleaved 
reductively, a strong loss of catalase activity occurs. The U.V. absorption 
spectra of catalase blocked by p-chloromercuribenzoate and of reduced 
catalase differ from the spectrum of pure catalase. The maximum at 
270 mu was no longer present and the extinction increased continuously 


with decreasing wavelength. 
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Die Wirkung von Resorcin, Phloroglucin und Orcin 
y auf die enzymatische Oxydation von p-Kresol 


Von 
G. Schneider und S. Schmidt 


Aus dem Botanischen Institut der Universitat Greifswald 
Direktor Prof. Dr. Borriss 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. November 1958) 


Phenoloxydasen katalysieren als Kupferproteide in tierischen und 
pflanzlichen Organismen die aerobe Oxydation spezieller Substrate wie 
Tyrosin, Dihydroxy-phenylalanin (Dopa), Protocatechusaure, Chlorogen. 
siure, Kaffeesiure, Brenzcatechin und p-Kresol. Die Oxydations. 
produkte, die nach Nelson und Dawson! o-Chinone sind, polymeri- 
sieren leicht zu den sog. Melaninfarbstoffen. Oxydationsgeschwindigkeit 
und Sauerstoffverbrauch dieser Verbindungen unter Einwirkung der 
Phenoloxydasen sind unterschiedlich?. Besonders schnell werden im all- 
gemeinen Brenzcatechinderivate oxydiert, wiahrend die Oxydations. 
geschwindigkeit der Monophenolderivate erst nach Ablauf einer Induk- 
tionszeit maximal ist. Durch Kombination verschiedener Substrate 
kann eine Beeinflussung der Sauerstoffaufnahme erfolgen. So iiben 
nach Frémming® Gallussiure und Brenzcatechin auf die Oxydation 
anderer Substrate (Kaffeesiure, Chlorogensiure) eine Hemmung aus. 
Hydrochinon und Ascorbinsiure werden ohne Brenzcatechin gar nicht 
oxydiert, Resorcin auch nicht nach Zugabe von Brenzcatechin*. Gort- 
ner® erkannte, daB Resorcin, Phloroglucin und Orcin (5-Methyl-resorcin) 
die Wirksamkeit von Tyrosinase herabsetzen. Dieser wenig beachtete 
Befund wurde von Gortner zu einer Theorie iiber das Auftreten 
pigmentierter Nachkommen von Albinos ausgewertet. — Da die Ver- 
bindungen als natiirlich vorkommende Bausteine von Pflanzenstoffen 
bekannt sind, erlangen sie besonderes Interesse fiir den pflanzlichen 
Stoffwechsel. Sie kénnten als Regulatoren bestimmter ferment- 
chemischer Prozesse in der Zelle wirken. Um die Kenntnis der Wir- 
kungsweise dieser Phenoloxydase-Hemmstoffe zu erweitern, wurden die 
Befunde von Gortner aufgegriffen und der EinfluB von Resorcin, 
Phloroglucin und Orcin auf die enzymatische Oxydation von p-Kresol 
untersucht. 

1 J. M. Nelson u. C. R. Dawson, Advances in Enzymol. 4, 99 [1946]. 

2 M. L. Cushing, J. Amer. chem. Soc. 70, 1184 [1948]. 

867) K. H. Fr6mming, Arch. Pharmaz. Ber. dtsch. pharmaz. Ges. 290/62, 616 
os |. 
H. Theorell in F. F. Nord u. R. Weidenhagen, Hdb. d. Enzymologie 


870, Akadem. Verlagsgesellschaft, Leipzig 1940. 


4 
Bd. II, S. 
5 R. A. Gortner, J. biol. Chemistry 10, 113 [1911]. 
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Methoden 


Das Fermentpraparat wurde aus Kartoffeln hergestellt. 1 kg kleine, un- 
geschalte Kartoffeln wurden zerrieben, mit 0,51 Eiswasser versetat und unter 
Thymolzusatz 1 Stde. im Kihlschrank aufbewahrt. Nach Zentrifugieren wurde 
der Rohextrakt bis zum Sattigungsgrad 0,75 mit Ammoniumsulfat versetzt. Die 
entstandene Fallung, die das Ferment enthalt, wurde nach 1 Stde. abzentrifugiert, 
in 0,51 Wasser gelést und mit Ammoniumsulfat auf eine Sattigung von 0,35 ge- 
bracht. Der Niederschlag wurde nach 1 Stde. abzentrifugiert und verworfen, zu 
der iiberstehenden Lésung Ammoniumsulfat gegeben, bis der Sattigungsgrad (,75 
betrug, und die Fallung nach | Stde. abzentrifugiert. Diese wurde in 50 ml Wasser 
aufgenommen und 2 Tage gegen Leitungswasser dialysiert. Der Niederschlag 
wurde verworfen und die klare Lésung als Fermentpraparat benutzt. Unter 
Thymolzusatz im Kiihlschrank aufbewahrt, behiclt das Praparat, dessen px- 
Optimum zwischen 6,5 und 7,5 lag, iiber mehrere Wochen seine urspriingliche 
Wirksamkeit. Durch Erhitzen des Praparates oder Zugabe von Natrium-diathyl- 
dithiocarbamat (10-8m) wurde die Phenoloxydase unwirksam. 

Die Oxydationsgeschwindigkeit wurde durch Messung der Sauerstoff- 
aufnahme im Warburg-Apparat bestimmt. Das verwendete Phenoloxydase- 
priparat besaB die spezif. Aktivitat W = 26 mm*/mg Protein/Min.®. Die An- 
sitze enthielten in 3 ml: 0,15mg Fermentprotein ; 10-?m p-Kresol; 10-1 bis 5-10-%m 
Resorcin, Phloroglucin bzw. Orcin; 0,3% Gelatine; 0,033m Phosphatpuffer, py 7,0; 
und 0,2 ml 10proz. Kalilauge im Ein- 
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sacht die starkste Hemmung. Der Gesamtsauerstoff-Verbrauch betréigt 
bei einer Substrat- und Hemmstoffkonzentration von 10-2m nach 60 Min. 
beim Resorcin nur noch 23%, beim Phloroglucin 57% und beim Orcin 
77% des Kontrollwertes ohne Hemmstoff (vgl. Abb. 1). 


Um die Art der Hemmung durch diese Verbindungen zu erkennen, 
wurde 1. der Einflu8 steigender Hemmstoffkonzentrationen, 2. der Ein. 
fluB steigender p-Kresol-Konzentrationen und 3. der EinfluB steigender 
Fermentmengen auf den Reaktionsablauf untersucht. 

1. Die Hemmung der p-Kresol-Oxydation ist von der Konzentration 
der zugefiigten Polyphenole abhangig (Abb. 1). Resorcin und Phloro. 
glucin hemmen bereits den Sauerstofiverbrauch deutlich, wenn sie sich 
in geringerer Konzentration (5-10-*m) als p-Kresol (10-?m) im Reak. 
tionsmedium befinden. Die Hemmung durch Orcin wird erst in aqui- 
molarer Konzentration zum p-Kresol (10-2m) deutlich. 


2. Die Hemmung der fermentativen Oxydation kann, wie Tab. 1 
zeigt, durch Erhéhung der p-Kresol-Menge im. Versuchsansatz abge- 
schwacht werden. 


Tab. 1. Durchschnittlicher Sauerstoffverbrauch (mm* O,/10 Min.) und die Rest- 
aktivitat « des Fermentes bei verschiedenen Substratkonzentrationen. Die An- 
sitze enthielten die angegebenen Mengen p-Kresol und 10-?m Resorcin, Phloro- 
glucin oder Orcin. Inkubation 1 Stde. bei 25° in Luft. Kontrolle = ohne Hemmstoff. 








p-Kresol- Kontrolle Resorcin Phloroglucin Orcin 
Konzentration mm? mm? mm? mm? 
(m) 0,/10 Min. | 0,/10Min.} & | 0,/10Min.}] & | 0,/10Min.| & 

103 ..... 13 1 0,08 (7) — | (0,54) 3 0,23 

5-10 ....9 34 4 0,12 11 0,32 13 0,38 

De? 2...52 34 11 0,32 16 0,47 22 0,65 

> 7 | a 33 — -- 22 0,67 28 0,85 

SraD = eee es 33 26 0,79 22 0,67 30 0,91 























3. Durch Veranderung der Fermentmenge wird das Verhiltnis 
zwischen der Oxydationsrate des p-Kresols im Ansatz ohne Hemmstoff 
und der im Ansatz mit Hemmstoff nur unwesentlich beeinfluBt (Tab. 2). 


Tab. 2. Restaktivitaten bei{verschiedenen Fermentkonzentrationen (Aktivitat ohne 
Hemmstoff = 1,0). Die Konzentrationen an Substrat und Hemmstoff waren je 
10-2m; Inkubation 1 Stde. bei 25° in Luft. 











— > Resorcin Phloroglucin Orcin 
0,1 0,26 0,55 0,60 
0,2 0,21 0,43 0,69 
0,3 0,22 0,39 0,63 
0,4 0,22 0,42 0,72 
0,5 0,44 0,72 
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Die Anderung der Restaktivitat ist beim Phloroglucin mit 16% am gréBten. 
Die Differenzen, die vorwiegend die Werte fiir die Bestimmung der Restaktivitaten 
bei den kleinsten Fermentmengen betreffen, beruhen z.T. auf der Streuung der 
0,-Aufnahmemessung bei niedrigen Oxydationsgeschwindigkeiten. 

Die Ergebnisse lassen den SchluB zu, daB die Kartoffel-Phenol- 
oxydase durch die gepriiften Stoffe kompetitiv gehemmt wird. Um zu 
kliren, inwieweit neben der kompetitiven Hemmwirkung eine Beein- 
flussung der Enzymaktivitat durch etwaige Proteinschadigung eintritt, 
wurde die Wirkung der Hemmstoffe auf das Ferment vor der p-Kresol- 
Zugabe untersucht. In Abb. 2 sind die Versuchsergebnisse zusammen- 
gestellt. Resorcin, Phloroglucin bzw. Orcin wurden 15 bis 60 Min. mit 



































075 eq [ ] 
i Top af Oren ! 
. ‘ 
eS 
30505 
Roy ie 
— 3 “sa. Phloroglucih 
Abb. 2. Restaktivitat der Phenoloxy- s a 
dase nach 15, 30 und 60 Min. Prainku- pe | 
bation von Resorcin, Phloroglucin po, a 
bzw. Orcin mit dem Enzym. Ansitze -” } 
wie bei Tab. 2 beschrieben. 
;5 30 45 60 
Mn. 


dem Ferment prainkubiert und dann nach Zugabe von p-Kresol die 
Wirksamkeit des Fermentes gepriift. Danach schaidigen Resorcin und 
Orecin das Ferment kaum. Eine deutlich zeitabhaingige Inaktivierung 
des Fermentes zeigt sich nur beim Phloroglucin. Nach einstiindiger 
Einwirkungszeit ist die Aktivitaét um 46% gesunken. 

Bekanntlich werden verletzte Frucht- und Knollengewebe (Wal- 
niisse, Apfel, Kartoffeln) durch die Wirkung von Phenoloxydasen braun. 
Die Geschwindigkeit dieser Verfirbung ist in ascorbinséurearmen Ge- 
weben am groBten. Die Ascorbinséure vermag die Verfairbung durch 
Reduktion der ersten Phenol-Oxydationsprodukte aufzuhalten. Erst 
nach vollstaéndiger Oxydation der Ascorbinsaure setzt dann die Bildung 
der braunen Farbstoffe ein. 

Miller und Dawson’ fiigten bei der Aktivitatsbestimmung von 
Phenoloxydasen zum Reaktionsansatz Ascorbinsiure als Reduktions- 
mittel zu, um eine gleichbleibende Phenolkonzentration zu gewahr- 
leisten. Die physiologische und analytische Bedeutung der Ascorbin- 
siure fiir die enzymatische Phenoloxydation veranlaBte uns, den Ein- 


7 W.H. Miller u. C. R. Dawson, J. Amer. chem. Soc. 68, 3375 [1941]. 
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flu8 dieses Reduktionsmittels auf das oben beschriebene Phenoloxydase. 
p-Kresol-Hemmstoff-Gemisch zu untersuchen. 

In Anwesenheit von Ascorbinsiure verliuft die fermentative 
Kresoloxydation ohne auffallige Induktionszeit mindestens 20 Min. mit 





ohney 


Orcih j 
/ 
/ . 





Ss 

Ss 

\ 
. 


J wy 
Y Peloro- 
yy glucin 


mm? 0, Aufnahme —s— 























— 
10 15 20 
Mn —>— 





konstanter Geschwindigkeit. Resor. 
cin, Phloroglucin und Orcin beein. 
trichtigen die Phenoloxydase-Wirk. 
samkeit auch unter diesen Bedin- 
gungen (Abb. 3). Das AusmaB der 
Hemmung ist von der Kresol- bzw. 
Hemmstoffmenge abhangig. 

Tab. 3 zeigt, daB in Gegenwart 
von Ascorbinséure neben der kom. 
petitiven Hemmung ein weiterer 
Hemmvorgang auftritt, der bei 
Variation der;Fermentmenge deut- 
lich wird. Mit steigender Ferment- 
menge steigt auch die Restaktivi- 
tat an. 


Abb. 3. Enzymatische Oxydation von 
p-Kresol (10-9m) in Gegenwart von 
8,33-10-°m Ascorbinséure. EinfluB von 
Resorcin, Phloroglucin und Orcin (10-*m) 
auf das System unter diesen Bedingungen. 


Tab. 3. Restaktivitaten bei verschiedenen Fermentkonzentrationen in Gegenwart 
von 8,33-10-8m Ascorbinséure. Die Konzentrationen an Substrat und Hemmstoff 
waren je 10-8m. Inkubation 20 Min. bei 25° in Luft. 








oy Resorcin | Phloroglucin Orcin 
0,1 0,09 6,48 0,62 
0,2 0,11 0,58 0,74 
0,3 0,13 0,74 0,87 
0,4 0,16 0,78 0,94 
0,5 0,17 0,90 0,97 











Besonders deutlich wird der veranderte Hemmverlauf, wenn man 
Ascorbinséure und Hemmstoff verschieden lange vor Zugabe des p- 
Kresols auf das Ferment einwirken lift. Je linger das Gemisch auf 
das Ferment einwirkt, um so stairker wird der Hemmeffekt (Abb. 4). 
Dabei kommt der Ascorbinséiure groBe Bedeutung zu, denn in deren 
Abwesenheit bewirkt die Inkubation des Fermentes mit Resorcin 
innerhalb 1 Stde. nur einen geringen Abfall der Restaktivitat. Inku- 
biert man aber Ascorbinséure allein mit der Phenoloxydase, laBt 


sich keine Aktivitaétsminderung des Fermentes erkennen. Ascorbinsaure 
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ist somit kein Hemmstoff der Phenoloxydase. Sie ist aber a. cheinend 
maBgeblich an der Bildung eines Ferment-Inhibitor-Kompl-xes betei- 
ligt, wenn im Reaktionsmedium Resorcin, Phloroglucin oder Orcin 
vorhanden sind. 

Die Abhangigkeit der Fermentinaktivierung von der Prainkuba- 
tionszeit mit dem Ascorbinséure-Resorcin-Gemisch widerspricht den 








K 


gi Ascorbinsaure I 


\ 
| 
‘ 


Neds, 
\ b hinsi 
‘wAscokbinsaure 
IT 
. / 

\ 


a eesarcin ss 
4 ——4, ae 





a= 
Ss 


lufnahme —a=— 





mm 0,-A 


Restaktivitat d —s— 





S 
a 


—~¢é 





‘pPhloroglucin | 
\+Ascorbingaure 
™, 

3 ~ 
Resorciy NL 
+Asconbinsaure ~ ae 












































Mn —»— 
Abb. 4. Abb. 5. 
Abb. 4. Restaktivitét der Phenoloxydase nach 15, 30 und 60 Min. Prainkubation 


des Fermentes mit den angegebenen Substanzen. Konzentrationen wie bei Tab. 3 
angegeben. 


Abb. 5. Oxydationsgeschwindigkeit von p-Kresol (16-%m) und Ascorbinsaure 
nach Dialyse inhibierter Phenoloxydase. 


K = Kontrolle vor Dialyse. 
I = Ferment-Resorcin-Gemisch vor der Dialyse. 
II = Nach 48stdg. Dialyse eines Ferment-Resorcin (10-?m)-Gemisches. 
III = Nach 48stdg. Dialyse eines Gemisches von Resorcin (10-*m), Ascorbin- 


saure und Ferment. 


Kriterien fiir eine kompetitive Fermenthemmung. Zur Deutung der 
neuen Erscheinung wurde versucht, Ferment-Hemmstoff-Gemische 
durch Dialyse zu trennen. Mit Resorcin vergiftetes Ferment erhalt 
nach 48stdg. Dialyse gegen Leitungswasser seine urspriingliche Aktivitat 
zurick. Erneuter Resorcinzusatz hat dieselbe Verminderung des Sauer- 
stoffverbrauches wie vor der Dialyse zur Folge. Wird aber mit Resorcin 
und Ascorbinsaure versetztes Ferment dialysiert, so wird keine Reakti- 
vierung erzielt (Abb. 5). ’ 











G. Schneider und S. Schmidt, Bd. 315 (1959) 


Besprechung der Ergebnisse 


Phenoloxydase wird durch Resorcin, Phloroglucin und Orcin ge. 
hemmt. Das Ausma8 der Hemmung ist vom Verhaltnis Substrat/Hemm. 
stoff abhangig (Abb 1). Da die in einem bestimmten Verhialtnis zum 
Ferment gegebenen Substrat- und Hemmstoffmolekiile in konstantem 
Wechsel die Wirkgruppen des Fermentes besetzen, ist die Reaktions. 
hemmung von der Fermentmenge unabhangig (Tab. 2). Dieser Befund 
14Bt darauf schlieBen, daB kein stabiler Ferment-Hemmstoff-Komplex 
gebildet wird. Die Reaktivierung des Fermentes durch Dialyse be. 
statigt diese Annahme (Abb. 5). Damit ist der kompetitive Charakter 
der untersuchten Fermenthemmung eindeutig gezeigt. 

Wenn ein Ascorbinséure-Hemmstoff-Gemisch die enzymatische 
Kresoloxydation beeinfluBt, laufen anscheinend zwei Hemmprozesse 
nebeneinander ab, die sich zeitlich nicht decken. Zu Beginn der 
Enzymreaktion ist wohl die kompetitive Beeinflussung durch Resorcin, 
Phloroglucin und Orcin vorherrschend. Im Verlauf der Reaktion tritt 
jedoch eine irreversible Fermentschadigung ein, so daB allmahlich alle 
Fermentmolekiile in einem Ferment-Hemmstoff-Komplex, der durch 
Dialyse nicht getrennt werden kann, festgelegt werden. Je mehr 
Fermentmolekiile sich im Reaktionsraum befinden, um so linger dauert 
die Inaktivierung. So laBt sich erkliren, daB die Reduktion der Ferment- 
wirksamkeit durch ein Hemmstoff-Ascorbinsaéure-Gemisch mit zuneh- 
mender Fermentmenge geringer wird (Tab. 3). Diese Inaktivierung tritt 
nur bei gleichzeitiger Anwesenheit von Hemmstoff und Ascorbinsaure 
ein, denn Ascorbinsaure allein wirkt nicht hemmend. Sie erganzt sogar 
den Substratverlust durch fortlaufende Reduktion der ersten Oxyda- 
tionsprodukte, wobei sie selbst oxydiert wird. 

Der Verlauf der allmablichen Fermentinaktivierung durch das 
Hemmstoff-Ascorbinséure-Gemisch zeigt Ahnlichkeit mit der be- 
kannten Selbstinaktivierung im Substrat-Ferment-System, wo die sich 
bildenden Phenoloxydationsprodukte als Inhibitoren wirken. 

AuBer den untersuchten Phenoloxydase-Hemmstoffen sind eine 
Anzahl anderer bekannt. So wirken 4-Nitro-phenole als kompetitive 
Hemmstoffe®. Waggoner und Dimond® fanden im 4-Chlor-resorcin 
und Chodat und Duparc?® im Thioharnstoff Verbindungen, welche die 
Dunkelfairbung angeschnittener Kartoffeln unterbinden. Thioharnstoff 
verhindert auch die Oxydation von p-Kreso!, wenn beide Verbindungen 
in gleichen Konzentrationen vorliegen. Weitere Fermenthemmstoffe sind 
Verbindungen, die stabile Kupferkomplexe bilden, wie Kaliumcyanid, 
Diathyldithiocarbamat, Kaliumathylxanthat, Salizyldioxim usw.™. 


8 D.C. Gregg u. J. M. Nelson, J. Amer. chem. Soc. 62, 2500 [1940]; 
J. Bonner u. §. G. Wildman, Arch. Biochemistry 10, 497 [1946]. 
© © P.E. Waggoner u. A. E. Dimond, Plant Physiol. 32, 240 [1957]. 
10 F. Chodat u. G. Duparc, Helv. chim. Acta 27, 334 [1944]. 
“< §71 C. R. Dawson u. W. B. Tarpley, in J. B. Sumner u. K. Myrback, The 
Enzymes Vol. II/1, S. 454, Academic Press, New York 1951. 
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Die von uns beschriebenen Fermenthemmstoffe scheinen von be- 
sonderem Interesse zu sein, weil sie strukturell einigen Naturstoffen 
sehr nahe stehen. So ist Phloroglucin ein Baustein der Catechine und 
Anthocyane, wahrend Orcin mit den Flechtenstoffen verwandt ist und 
mit Alanin verkniipft als 2.4-Dihydroxy-6-methyl-phenylalanin kiirzlich 
in den Samen von Agrostemma githago L. gefunden wurde??. Orientie- 
rende Untersuchungen zeigten, daB waBrige Extrakte, insbesondere 
aus Flechten (Parmelia fuliginosa Fr.) und Kornradesamen (Agrostemma 
githago L.) die Phenoloxydasewirksamkeit einschrinken. Diese Befunde 
kénnen ein Hinweis zur Erklirung des Vorkommens inaktiver Phenol- 
oxydasen sein, die bereits seit laingerer Zeit im Tierreich als latente 
Fermente bekannt sind!* und neuerdings in den Blattern von Vicia 
faba L. nachgewiesen wurden". 

Fraulein L. Engelhardt danken wir fiir die stets zuverlassige Hilfe bei der 
Ausfiihrung der Untersuchungen. 


Zusammenfassung 


1. Resorcin, Phloroglucin und Orcin hemmen die enzymatische 
Oxydation von p-Kresol kompetitiv. Das AusmaB8 der Hemmung ist 
abhangig von der an der Reaktion beteiligten p-Kresol- und Poly- 
phenolmenge und unabhangig von der Fermentmenge. Durch Dialyse 
wird das Ferment wieder voll wirksam. 

2. In Gegenwart von Ascorbinséure und Resorcin, Phloroglucin 
bzw. Orcin wird das Ferment irreversibel inaktiviert. 


Summary 


1. The enzymatic oxidation of p-cresol is inhibited competitively 
by resorcinol, phloroglucinol and orcinol. The extent of inhibition is 
dependent on the amounts of p-cresol and polyphenol participating in 
the reaction and independent of the amount of enzyme. The enzyme 
is reactivated completely by dialysis. 

2. In the presence of ascorbic acid and resorcinol, phloroglucinol 
or orcinol the enzyme is inactivated irreversibly. 


12 G. Schneider, Biochem. Z. 880, 428 [1958]. 

13 T, H. Allen u. J. H. Bodine, J. cellular comparat. Physiol. 14, 183 
[1939]; 18, 151 [1941]. 

14 R. H. Kenten," Biochem. J. 67, 300 [1957]; 68, 244 [1958]. 
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Eine vereinfachte Bestimmung der B-D-Glucosidase 
Von 
Johannes Ullrich 
Aus dem Chemischen Institut der Universitat Bonn 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Dezember 1958) 


Die Bestimmung der £-D-Glucosidase, z. B. im SiBmandel-Emulsin, 
’ wurde bisher meist durch polarimetrische Verfolgung der Spaltung von 
Salicin oder anderen Glykosiden durchgefiihrt. In einigen Fallen wurde 
auch die Messung der Spaltung von Phenol-§-D-glucosid durch gemein- 
same jodometrische Bestimmung der freigesetzten Spaltprodukte — 
D-Glucose und Phenol — fiir diese Bestimmung herangezogen?. Hierbei 
verbraucht 1 Mol gespaltenes Glykosid 8 Aquivalente Jod (Glucose 2, 
Phenol 6), so daB diese Bestimmung erhebliche Genauigkeit und grobe 
Empfindlichkeit erwarten 1aBt. 

Der Nachteil der etwa 7mal langsameren Spaltung des Phenol-f-p-glucosids 
gegeniiber der Salicin-Spaltung wird hierdurch wohl in der Regel aufgehoben, zu- 
mal sich im Bedarfsfall die Reaktionsgeschwindigkeit durch Verwendung von 
Citrat-, statt dem bisher ausschlieBlich benutzten Acetatpuffer von gleichem py 
und ahnlicher Kapazitét mehr als verdoppeln la8t. Bei triiben Lésungen ist man 
in jedem Fall allein auf die jodometrische Bestimmung angewiesen. 

Wie Vorversuche ergaben, sind die besten Reaktionsbedingungen 
fiir eine gemeinsame jodometrische Titration von Phenol und Glucose 
die gleichen wie fiir die der Glucose allein?; Anwesenheit auch groBer 
Mengen Phenol-$-D-glucosid stért dabei nicht. Deshalb ist es — im 
Gegensatz zur polarimetrischen Bestimmung — hier ohne EinbuBe an 
Genauigkeit méglich, die Fermenteinwirkung bei Erreichen einer Spal- 
tung von etwa 10% zu unterbrechen, also in dem praktisch geradlinig 
verlaufenden Teil der Spaltungs-Zeit-Kurve (vgl. Abbildung) zu arbeiten 
(Bereich gleicher ,,Substratsattigung‘‘ des Fermentes). Die Neigung der 
so gefundenen Naherungsgeraden ist proportional der Fermentaktivitat, 
so daB sich deren Ausrechnung — vor allem bei Serienbestimmungen — 
wesentlich vereinfacht, wie der folgende Vergleich der Methoden zeigt. 


1 B. Helferich, H. Appel u. R. Gootz, diese Z. 215, 277 [1933]; B. Hel- 
ferich u. O. Lang, diese Z. 216, 123 [1933]; B. Helferich, H. Rohr u. E. Giin- 
ther, diese Z. 221, 90 [1933]. 

2 F. Auerbach u. E. Bodlander, Angew. Chem. 36, 602 [1923]; U. Lip- 
pold, Biochem. Z. 328, 115 [1952]; vgl. auch R. Willstatter u. G. Schudel, 
Ber. dtsch. chem. Ges. 51, 780 [1918]. 
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Ausfithrung der Bestimmungen 


Es standen folgende Si8mandel-Emulsin-Praparate zur Verfiigung: 

1. Wenig aktives Rohferment, das noch viel Ballaststoffe enthielt. 

2. Eine gefroren aufbewahrte Lésung von stark gereinigtem Ferment (etwa 
25 mEE/ml [Salicin], Trockengewicht: 7,6 mg/ml, Wertigkeit gegen Sali- 
cin: etwa 3,3 mEE/mg), welche — nach Bedarf verdiinnt — vorwiegend 
Verwendung fand. 


I. Polarimetrische Bestimmung (Basis: Reaktion 1. Ordnung)? 

2 ml 0,078 m Phenol-f-p-glucosid (Dihydrat: 22,798 g/l; wasserfrei: 19,987 g/l) * 
in 0,5m Acetatpuffer vom pq 5,0** werden bei 30° mit 1 mi der zu bestimmenden 
Emulsinlésung versetzt. Nach ¢ Min. wird die Spaltung durch Zugabe von etwa 
0,3 g¢ festem K,CO, unterbrochen und die Drehung «, der Lésung bestimmt. 

Bi einer sonst gleich behandelten Blindprobe wird die Emulsinlésung erst 
nach dem K,CO, zugesetzt. 

Bei Vernachlassigung der meist geringen Eigendrehung der Fermentlésung 
ergibt sich die Aktivitat A der Emulsinlésung bei 30—70% Spaltung nach der 
Formel 
ay — Ae . 


1993 
t S ut — oe : 


A [mEE/ml] = (1) 





o% : Anfangsdrehung der Lésung = Drehung der Blindprobe. 

ae: berechnete Drehung der Lésung nach vélliger Spaltung. 

Die Substratkonzentration ist so gewahlt, daB im 1-dm-Rohr a) bei etwa 
—1,0° und aw = —«,/2 bei etwa + 0,5° liegen. 


II. Jodometrische Bestimmung (Basis: Reaktion 1. Ordnung)? 

2 ml 0,075m Phenol-f-p-glucosid f in 0,5m Acetatpuffer, pp 5,0**, werden bei 
30° mit 1 ml Emulsinlésung versetzt. Nach ¢ Min. werden 0,5 ml des Spaltungsansatzes 
in 5 ml Carbonatpuffer {+ einpipettiert. Nach Zugabe von 10 ml 0,02n Jodlésung 
bleibt die Probe 1 Stde. lang verschlossen im Dunkeln stehen, wird dann mit 5 ml 
2n H,SO, angesaiuert und mit 0,02n Thiosulfatlosung gegen Starke zuriicktitriert. 

Bei einer Blindprobe werden 1 mi der auf das Dreifache verdiinnten Puffer- 
Substrat-Lésung und 0,5 ml der ebenfalls auf das Dreifache verdiinnten Ferment- 
lésung nach gleicher Temperaturbehandlung getrennt zum Carbonatpuffer gegeben. 

Die Differenz des Jodverbrauchs von Probe und Blindprobe ergibt den Ver- 
brauch D, der entstandenen Spaltprodukte. Die Aktivitat der Emulsinlésung wird 
berechnet nach 
199,3 d E . 

; 2c * 


E: berechneter Jodverbrauch nach volliger Spaltung (hier 10 m/l). 


A [mEE/ml] = (2) 





III. Jodometrische Bestimmung (Basis: Naherungsgerade) 


Ansatz wie unter II. beschrieben. Nach ¢ Min. wérden 10 mi Carbonatpuffer 
sowie 15 ml 0,02 n Jodlésung zugesetzt. Die Probe wird nach Istdg. Aufbewahren 


3 H. Baumann, Dissertation, Bonn 1953. 
* Salicin (22,329 g/l) wird etwa 7mal so schnell gespalten. 
** 360 mi 0,5n Essigsiure + 640 ml 0,5m Na-Acetat; oder: 500 ml n Essig- 
siure + 390 m/ m NaOH + 110 ml Wasser. Bei Verwendung von 0,2m Citrat- 
puffer vom py 5,0 (40 mi 0,2n NaOH + 960 mi einer Lésung von 42,016 g Citronen- 
siure-monohydrat und 400 ml n NaOH auf 1/) verlauft die Spaltung rund dop- 
pelt so rasch. P 
t¢ Dihydrat: 21,921 g/l; wasserfrei: 19,219 ae 
tt Gleiche Volumina 5% Na,CO,- und 5% Nal{CO,-Lésyng mischen. 
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(verschlossen und im Dunkeln) mit 5 m/ 2n H,SO, angesauert und mit 0,02 » Thio. 
sulfatlésung gegen Starke zuriicktitriert. 

Bei einer sonst gleich behandelten Blindprobe wird die Fermentlésung erst 
nach dem Carbonatpuffer zugegeben. 

Die Differenz des Jodverbrauchs von Probe und Blindprobe ergibt den Ver. 
brauch D, der entstandenen Spaltprodukte. Bei Spaltungen unterhalb 10% ist die 
Aktivitat der Emulsinlésung 
86,6- Dy , 

t-E ° 
E: berechneter Jodverbrauch nach volliger Spaltung (hier 60 ml). | 

Der Faktor 86,6 14Bt sich — allerdings sehr grob — durch einmalige Aktivi- 
titsbestimmung nach Methode I oder II empirisch ermitteln. Genauer wird er 
durch eine Nahrungsrechnung erhalten: 

Fir die Geschwindigkeitskonstante der zugrundeliegenden Reaktion 1. Ord- 
nung gilt 

1 Oy — Me 1 E 


(3) 





A [mEE/ml] = - 











PS - lg gree = (4a) baw: k= i lg 7-i ; (4b) 
Gleichung 4b umgeformt in D;/E = 1 — 10-*t = 1 — e-2,303-kt; 
14Bt sich in eine Reihe entwickeln: 
D 2,303 - kt 2,303 - kt)? 2,303 - kt)8 
3 =i-}l- 7 3 <7 sae = ) eae 
Fir kleine Werte von ¢ gilt angenahert: 
D,/E = 2,303 - kt; (5) 


als Gleichung der empirisch gefundenen Anfangsgeraden. Aus den MeBwerten D,/E 
ergibt sich also: 
__ 0,43843 Dz 
k= 3 (5a) 


und, da urspriinglich die Aktivitaét einer Emulsinlésung willkiirlich dem 199,3fachen 
der Geschwindigkeitskonstante der gefundenen Spaltungsreaktion gleichgesetzt 
wurde, ergibt sich Gl. 3. 


Bei allen drei Bestimmungsmethoden kann die Aktivitét der zu untersuchen- 
den Emulsinlésung innerhalb weiter Grenzen schwanken (0,01—10 mEE/ml). 


Zur Ermittlung der bei Emulsinpraparaten iiblicherweise angegebenen Wer- 
tigkeit (6-Glucosidasewert) [mEE/mg] ist die gefundene Aktivitaét [mEE/ml] durch 
den EiweiBgehalt (das Trockengewicht) [mg/m/] der Lésung zu dividieren. 


Aufnahme von Spaltungs-Zeit-Kurven 


Aus 10fachen Spaltungsansitzen, entsprechend der Vorschrift II 
mit der auf das 5fache verdiinnten Reinfermentlésung, wurden lanfend 
Proben entnommen und in ihnen der Spaltungsgrad bestimmt. 

Aus den MeBwerten wurden berechnet: 

1. Die Geschwindigkeitskonstante nach Gl.4a und die Ferment- 
aktivitat [mEE/m/] nach Gl. 1 (Tab. 1). 

2. Die Geschwindigkeitskonstante nach den Gl.4b und 5a sowie 
die Fermentaktivitét nach den Gl. 2 und 3 (Tabb. 2 und 3). 
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Tab. 1. Polarimetrische Verfolgung der Spaltung von Phenol-f-p-glucosid in 0,333m 


Acetatpuffer vom pH5,0 nach Bestimmungsmethode I. 











Volumen der Einzelprobe: 3 ml; Temperatur: 30°; a» = —0,94°, ae 

: 10% k A 

¢ (Min.) a4 (Gl. 4a) (GL. 1) 

60 — 0,31 4,28 0,853 

80 — 0,18 4,20 0,837 

90 — 0,14 4,04 0,805 

100 — 0,10 3,93 0,783 

120 + 0,04 4,29 0,855 

Mittelwert: | 4,15 0,827 














=-+ 0,47 f 


Tab. 2. Jodometrische Verfolgung der Spaltung von Phenol-f-p-glucosid in 0,333m 
Acetatpuffer vom px5,0 nach Bestimmungsmethode IT und III*. 


Volumen der Einzelprobe: anfangs 3 mi, spiater 0,5 ml; Temperatur: 30°. 




































































wi 10° k A 10° k A 
t (Min.) D, iE (GL. 4b) | (G2) | (Gl.5a) | (GL 3) 
5 2,82 60 4,16 0,829 4,08 0,813 
10 5,53 60 4,18 0,833 4,00 0,797 
15 1,35 10 4,19 0,835 3,91 0,779 
20 1,69 10 4,03 0,803 3,67 0,732 
25 2,08 10 4,06 0,809 3,62 0,721 
30 2,43 10 4,04 0,805 3,52 0,702 
40 3,20 10 4,19 0,835 | 
50 3,81 10 4,17 0,831 | 
60 4,45 10 4,26 0,849 fallt weiter ab 
70 4,88 10 4,15 0,827 | | 
80 5,47 10 4,30 0,857 
90 5,78 10 4,17 0,831 | 
100 6,29 10 4,31 0,859 
110 6,53 10 4,17 0,831 
120 6,73 10 4,04 0,804 | 
Mittelwert: | 4,16 | 0,830 
Verlauf der Spaltung von 08 WA 
Phenol-f-p-glucosid (0,05m) 
in 0,333m Acetatpuffer, La 
pu5,0. Ausgezogene Kur- A 06 fe ae 
ven: Mit Hilfe des Mittel- w ie en 
wertes der gefundenen Ge- 7 0b ars 
schwindigkeitskonstanten ve 
k = 4,16-10-*% berechnete 
Spaltungswerte (G1.4b) und 02 C 
Naherungsgerade (Gl. 5). 
Kreise: MeBpunkte. 
av 40 60 60 100 120 
Min. 


* Vgl. Abbildung. 
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Tab. 3. Jodometrische Verfolgung der Spaltung von Phenol-f-p-glucosid in 0,133m 
Citratpuffer vom pq5,0 nach Bestimmungsmethode II und III. 


Volumen der Einzelprobe: anfangs 3 m/, dann 1 ml, zuletzt 0,5 ml. 





























P D E 103 k A 10° k A 
t (Gl.4b) | (GL 2) | (Gl. 5a) | (G1. 3) 
2 2,29 60 8,51 1,70 8,36 1,67 
4 4,63 60 8,75 1,74 8,40 1,68 
6 2,35 20 9,04 1,80 8,48 1,69 
8 3,03 20 8,89 1,77 8,25 1,65 
10 1,80 10 - 8,64 1,72 7,82 1,56 
15 2,58 10 8,65 1,72 7,47 1,49 
20 3,33 10 8,82 1,76 7,23 1,44 
25 3,92 10 8,63 1,72 | 
30 4,53 10 8,73 1,74 
40 5,57 10 8,82 1,76 fallt weiter ab 
50 6,31 10 8,66 1,73 
60 7,03 10 8,78 1,75 | 
Mittelwert: | 8,74 | 1,74. | 





Die Spaltung des Substrats in Citratpuffer erfolgte also um den Faktor 2,1 
schneller als in Acetatpuffer (vgl. Tab. 2). 


Vergleich der Spaltung von Phenol-#-D-glucosid 
und Salicin in Acetat- und Citrat-Puffer 
‘ahnlicher Kapazitat (Vorschrift I) 


Da fast alle bisher vorliegenden Literaturangaben tiber die Wertig- 
keit von Emulsinpraparaten auf die Salicinspaltung bezogen sind, er- 
scheint es in vielen Fallen vorteilhaft, die nach den hier beschriebenen 
Verfahren erhaltenen Aktivitatswerte (auf die Spaltung von Phenol- 
f-D-glucosid bezogen) durch Multiplikation mit dem empirisch gefun- 
denen Verhiltnis der Spaltungsgeschwindigkeiten beider Substrate auf 
Salicinwerte umzurechnen. In gleicher Weise liBt sich auch bei Ver- 
wendung anderer Puffer (z. B. Citrat, vgl. oben) die veranderte Spal- 
tungsgeschwindigkeit beriicksichtigen. 


Die Bestimmungen wurden mit 5fach verdiinnter Reinfermentlésung durch- 
gefiihrt, die inzwischen durch langeres Stehenlassen einen kleinen Teil ihrer 
Aktivitaét eingebiiBt hatte. 


Tab. 4. Spaltung von Salicin in Acetat- bzw. Citratpuffer, pq 5,0. 








Ly = —0,92°, te = +4 0,46°. 
Acetatpuffer ; Citratpuffer 
t (Min.) | ap | A (mEE/ml) t (Min.) | ap | A (mEE/ml) 
15 — 0,10 5,20 10 + 0,03 10,10 
15 — 0,15 4,72 10 + 0,02 9,91 
15 — 0,12 5,00 10 + 0,04 10,29 
20 + 0,06 5,00 10 + 0,03 10,10 
20 + 0,04 5,36 10 + 0,03 10,10 











Mittelwerte: | 5,07 | | | 10,18 
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Tab. 5. Spaltung von Phenol-f-p-glucosid in Acetatpuffer («%) = —0,91°, a = 
+0,455°) bzw. Citratpuffer (%) = —0,93°, we = + 0,465°), 














Acetatpuffer, px 5,0 Citratpuffer, pH 5,0 
t (Min.) | a? | A (mEE/ml) t (Min.) | ap | A (mEE/ml) 

90 — 0,19 0,720 60 0,00 1,574 
90 — 0,20 0,716 60 + 0,01 1,604 
90 — 0,19 0,720 60 0,00 1,574 
90 —0,19 0,720 90 + 0,17 1,556 
90 — 0,18 0,724 90 + 0,20 1,598 

Mittelwerte: 0,720 1,581 





Fiir die untersuchte Fermentlésung ergaben sich folgende Verhalt- 
nisse der Spaltungsgeschwindigkeiten : 


Salicin 

Ph.Gluc. (it 9-333m Acetatpuffer, py 5,0) = 7,03 ~ 7,0 
Salicin : ; al 

Fhohe “= 0,133m Citratpuffer, py 5,0) = 6,43 ~ 6,4 


0,133m Citratpuffer 
0,333m Acetatpuffer ’ 
0,133m Citratpuffer 
0,333m Acetatpuffer ’ 





Salicin (in Px 5,0) = 2,01 ~ 2,0 





Ph-Glue. (in Pu 5,0) = 2,20 ~ 2,2 


Die jodometrische Bestimmungsmethode wird sich mit Vorteil auch 
auf andere Carbohydrasen mit dem entsprechenden Phenol-glykosid als 
Substrat tibertragen lassen. 


Herrn Prof. Dr. B. Helferich sei fiir seinen wertvollen Rat und seine stete 
Anteilnahme an der Arbeit herzlich gedankt. 

Die Bestimmungsmethoden wurden ausgearbeitet als Grundlage fiir Serien- 
untersuchungen im Auftrage und mit Mitteln der Bergbau-Berufsgenossen- 
schaft in Bochum. 


Zusammenfassung 


Es wird eine vereinfachte Methode zur Bestimmung der /-D-Gluco- 
sidase — am Beispiel des Si8mandel-Emulsins — beschrieben, die auf 
der jodometrischen Verfolgung der Spaltung von Phenol-$-D-glucosid 
im Bereich eines Substratumsatzes um oder unter 10% ‘beruht. 


Summary 


A simple method is described for the determinatien of /-D-gluco- 
sidase, using the emulsin of sweet almond. In this met the cleavage 
of phenol-6-D-glucoside, with a substrate turnover rang below or close 
to 10%, is followed iodometrically. J 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 315 3 
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Uber die Hemmung der @-D-Glucosidase 
des Siif{mandel-Emulsins durch Mistelextrakt 
Von 
Burckhardt Helferich und Traute Kleinschmidt 
Aus dem Chemischen Institut der Universitat Bonn 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Dezember 1958) 


Herrn Prof. Dr. Karl Thomas zu seinem 75. Geburtstag 
mit herzlichen Gliickwiinschen gewidmet 


Die Mistel ist als Schmarotzerpflanze auf die Nahrlésungen der 
Wirtspflanzen, der Baume, auf denen sie waichst, angewiesen. In diesem 
Zusammenhang ist es von Interesse, da} sich im Extrakt der Mistel. 
Blatter und -Stengel ein Hemmstoff der /-D-Glucosidase (des Sib. 
mandel-Emulsins) nachweisen 1a8t. Denn nach Freudenberg? ist eine 
f-D-Glucosidase an der Ligninbildung und damit an der Verholzung 
entscheidend beteiligt. Durch diesen Hemmstoff in der Mistel wird 
vielleicht die Verholzung hintangehalten, und die Mistel ist in der Lage, 
an die Nahrlésung der Wirtspflanze heranzukommen. 

Fir die im folgenden beschriebenen Versuche wurden SiBmandel- 
Emulsin-Praparate mit einem hohen Gehalt an f-D-Glucosidase — 
Wertigkeit 27,3 gegen Salicin — benutzt. Ihre Gewinnung wird an 
anderer Stelle beschrieben werden. Wegen der dunklen Farbe der 
Mistelextrakte konnte die Fermentwirksamkeit nach Zusatz der Extrakte 
nicht polarimetrisch bestimmt werden; die Spaltung wurde daher jodo- 
metrisch verfolgt. 


Methodik 


An Mistel-Praparaten kamen zur Verwendung: 

1. Frischdrogenextrakt (FDE): 20g der zerkleinerten frischen Blatter und 
Stengel wurden mit 100 m/ Wasser im Kiihlschrank etwa 15 Stdn. ausgelaugt 
und vom Unléslichen abfiltriert. Dieser Auszug enthielt 26 mg Trockenriick- 
stand im ml, entsprechend 200 mg Frischdroge. 

2. Frischdrogen-Trockenextrakt (FDTE): Durch Gefriertrocknung dieses 
Frischdrogenextraktes wurden etwa 3 g eines wasserléslichen hellbraunen Pul- 
vers gewonnen. | mg entsprach 6,6 mg Frischdroge. 

3. Acetonfallung: 500 mg Frischdrogen-Trockenextrakt (2. = FDTE) wurden in 
10 m/ Wasser gelést. Die bei tropfenweiser Zugabe von Aceton in drei Frak- 
tionen ausfallenden Niederschlige wurden sofort abzentrifugiert und nach 
wiederholtem Waschen mit Aceton an der Luft getrocknet. 


Fraktion I: + 6mil Aceton: 17,5 mg = 3,5% des FDTE 
Fraktion II: + 9mil Aceton: 15,5 mg = 3,1% des FDTE 
Fraktion III: + 10 ml Aceton: 18,5 mg = 3,7% des FDTE 


1 K. Freudenberg, Angew. Chem. 68, 84 [1956]. 
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Weiterer Acetonzusatz fiihrte zu keiner neuen Fallung. Der Uberstand 

wurde im Vak. auf 8 ml eingeengt. 

Die Niederschlage wurden in je 5 m/ Wasser suspendiert, 15 Stdn. im Kiihl- 
schrank aufbewahrt und dann abzentrifugiert. Die klaren Lésungen wurden 
den Spaltansatzen zugesetzt. 

. Tribung: Nach 7tagigem Stehenlassen im Kiihlschrank wurden 10 ml des 
bereits stark getriibten Frischdrogenextraktes (1) 10 Min. bei 3600 U/Min. zen- 
trifugiert. Die iiberstehende klare Lésung wurde abdekantiert, das Zentrifugen- 
glas mit Filtrierpapier sorgfaltig ausgetrocknet und der Riickstand in 10 ml 
Wasser suspendiert. 

.a) Gekochter Frischdrogenextrakt: Der FDE (1) wurde 5 Min. im sie- 
denden Wasserbad erhitzt, von einem geringen Niederschlag abfiltriert und 
die Lésung auf ihre Wirksamkeit untersucht. 

b) Gekochter Frischdrogen-Trockenextrakt: Eine Lésung von 26,0 mg 
FDTE (2) pro ml wurde ebenso erhitzt und nach Abfiltrieren des entstan- 
denen Niederschlages untersucht. Die nach wie vor braun gefarbten 
Lésungen blieben bei weiterem Kochen klar. 


oe 


Fermentbestimmung 

Die Bestimmung der SiBmandel-f-p-Glucosidase wurde nach der von 
Ullrich vereinfachten und verbesserten Methode jodometrisch durchgefihrt?. 
Um die Substratkonzentration im Spaltansatz beizubehalten, wurde bei den 
Versuchen 1, 3, 4 und 5, bei denen neben 1 m/ Fermentlésung noch 1 mi Mistel- 
extrakt zugesetzt wurde, 4 ml Substratlésung verwendet. Nach der jeweils an- 
gegebenen Spaltzeit ¢ wurde auf 24 mi verdiinnt und 1/,, des Ansatzes zur Be- 
stimmung entnommen. Die nach Gl. 2 der vorangehenden Arbeit? berechneten 
Aktivitatswerte miissen daher in diesem Falle auBer mit dem Faktor 7 (zur Um- 
rechnung auf Salicin als Substrat) noch mit dem Faktor 2 multipliziert werden. 

Die Vergleichsansitze enthielten statt Mistelextrakt 1 m/l Wasser. 


Ergebnisse 


1. Zusatz von Frischdrogenextrakt 
Der kalt hergestellte waBrige Frischdrogenextrakt war anfangs 
klar, triibte sich aber bei lingerem Stehenlassen im Kihlschrank. Hier 
wurde die noch klare Lésung untersucht. 


0,162 mg Ferment in 6 ml Spaltansatz, t = 240 Min. 




















Zusatz ml Na,S,0, | mEE/ml | % 
pnp ss 621k 5,72 4,28 100 
FDE.... 1,98 Li 26 


2. Zusatz von Frischdrogen-Trockenextrakt 


0,162 mg Ferment in 3 mi Spaltansatz, ¢ = 120 Min. 

















Zusatz ml Na,S,0, mEE/ml % 
GUNG os 5,82 4,40 100,0 
+ 5mgFDTE . 3,22 1,96 44,5 
+10mg FDTE . 2,83 1,68 38,1 
+25 mg FDTE . 2,66 1,56 35,4 
+50mg FDTE . 2,49 1,45 32,8 


2 J. Ullrich, diese Z. 815, 28 [1959], vorstehend. 
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3. Acetonfallung 
0,238 mg Ferment in 6 m/ Spaltansatz, t = 100 Min. 
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Zusatz ml Na,S,0, mEE/ml % 
EAD, eds es 1 4,34 6,90 100,0 
Frakt. I selects 2,46 3,42 49,6 
Frakt. II... . 2,05 2,78 40,3 
Frakt. IIT 4,19 6,58 95,4 


0,172 mg Ferment in 6 mi Spalt 


ansatz, t = 160 Min. 














Zusatz ml Na,S,0, mEE/ml % 
UBB 646 Les 5,15 5,03 100,0 
Uberstand 4,29 4,24 84,4 








4. Untersuchung der Triibung 
0,345 mg Ferment in 6 mi Spaltansatz, t = 90 Min. 




















Zusatz ml Na,S.0, mEE/ml % 
COA Se 5,26 10,05 100,0 
triber FDE...... 2,68 4,22 42,0 
Zentrifugat ...... 4,53 8,12 80,9 
Riickstartdssuspension 3,27 5,33 53,0 

5. Kochversuche 
0,162 mg Ferment in 6 m/ Spaltansatz, t = 210 Min. 

* Zusatz ml Na,S,0, mEE/ml % 
SEND Sieh ngs gk ce ec ae 5,67 4,83 100,0 
oY 2,03 1,31 27,1 
FDE gekocht (5a). . . 4,93 3,92 81,1 
FDTE (2)....... 2,20 1,43 29,7 
FDTE gekocht (5b) . . 5,06 4,07 84,4 











Auf Grund dieser Versuche darf man einen in Wasser ldslichen 
Hemmstoff fiir die B-D-Glucosidase (des SiiBmandel-Emulsins) in der 
Mistel annehmen. Am starksten hemmt der frische waBrige Extrakt (1). 
Der Hemmstoff 1é8t sich aus dem Extrakt durch Aceton fallen (3). Er 
wird durch Kochen stark geschadigt (5). Aus der zunachst klaren 
Loésung in Wasser fallt er aus, ohne dabei seine Wirkung ganz zu ver- 
lieren (4). Die Natur dieses Stoffes (Protein? Gerbstoff?) ist noch 
ungeklart. 

Fiir manche Anregung zu dieser Arbeit und fiir die Uberlassung von Mistel- 
drogen sind wir Herrn Winterfeld und Fraulein Rink des Pharmazeutischen 
Institutes der Universitat Bonn zu Dank verpflichtet. Ebenso haben wir der 
Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir ihre sehr wertvolle Unterstiitzung 
sehr zu danken. 


W 
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Zusammenfassung 


In Extrakten aus Mistel wurde ein Stoff nachgewiesen, der die 
Wirkung der f-D-Glucosidase des Sii8mandel-Emulsins hemmt. 


Summary 


In extracts from mistletoe a compound was found, which inhibits 
the action of the f-D-glucosidase of sweet almond emulsin. 
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Phosphatide als Inaktivatoren 
des Reticulocyten-Hemmstoffs der Mitochondrien-Atmung 
Von 
S. Rapoport und W. Gerischer-Mothes* 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Humboldt-Universitaét Berlin 
Direktor: Prof. Dr. Dr. S. M. Rapoport 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Dezember 1958) 


In einer friiheren Mitteilung! wurde iiber Faktoren im Stroma der 
roten Blutkérperchen berichtet, die den Reticulocyten-Hemmstoff der 
Atmungskette inaktivieren und deren Wirkung nur bei aerober Inku- 
bation nachweisbar war. Ihre Identifizierung billet den Gegenstand 
der vorliegenden Mitteilung. 


Material und Methoden 


Die Methoden zur Darstellung von Herzenzym (HE), Reticulocyten- 
stromata, sowie die Messung der Succinatoxydase im manometrischen 
System sind an anderer Stelle beschrieben?. Die Messung der Inaktivator- 
wirkungen wurde bei 38°, wenn nicht anders beschrieben, unter langsamem 
Drehen (etwa 1 U/Min.) durchgefiihrt. Die Inkubation erfolgte, wenn nicht 
anders angegeben, in Stickstoff. 

Die Alkohol-Ather-Extraktion erfolgte in iiblicher Weise mit dem 30- 
fachen Vol. Ather/Alkohol 3:1. In einigen Versuchen wurde das Gemisch Chloro- 
form/Methanol 1:1 verwendet. 

Zur Herstellung eines Eiextraktes wurden 1 Tl. Eidotter mit 2 TIn. 0,9- 
proz. NaCl-Lésung homogenisiert und dann mit der 15fachen Menge Alkohol/ 
Ather 1:1 in der Warme extrahiert. Der auf dem Wasserbad verdampfte Extrakt 
wurde im urspriinglichen Vol. Petrolather gelést, wobei ein geringer Niederschlag 
verworfen wurde. Serum wurde mit 20facher Menge Alkohol/Ather-Gemisch in 
gleicher Weise extrahiert. 

Der Alkohol/Ather-Extrakt wurde nach Wilson und Hansen® hydroly- 
siert und fraktioniert. In einem anderen Versuch wurde eine saure Hydrolyse 
der Stromalipoide mit 6n HCl im siedenden Wasserbad durchgefiihrt. 

Die siulenchromatographische Fraktionierung an Kieselsaure erfolgte in 
Anlehnung an die Methoden von Lea, Rhodes und Stoll‘, sowie Marinettiu. a.°. 
Das Kieselsiuregel wurde nach Isherwood® hergestellt. Die im Petrolather ge- 
lésten Extrakte wurden auf die Saule (1 x 30cm) gebracht und nach der Vor- 


* Wir danken Frl. Hahn fir ihre Mithilfe. 

1 §. Rapoport, W. Gerischer-Mothes u. Ch. Nieradt-Hiebsch, diese 
Z. 304, 207 [1956]. 

2 S. Rapoport u. Ch. Nieradt, diese Z. 302, 179 [1955]; S. Rapoport u. 
E. C. G. Hofmann, Biochem. Z. 326, 493, 499 [1955]. 

3 W. R. Wilson u. A. E. Hansen, J. biol. Chemistry 112, 457 [1936]. 

4 C.H. Lea, D. N. Rhodes u. R. D. Stoll, Biochem. J. 60, 353 [1955]. 

5 G. V. Marinetti, D.J.Scaramuzzino u. E.Stotz, J. biol. Chemistry 
224, 819 [1957]. 
6 F. A. Isherwood, Biochem. J. 40, 688 [1946]. 
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schrift von Marinetti entwickelt, mit dem Unterschied, daB statt einer, zwei 
Fraktionen mit 25% Methanol in Chloroform gesammelt wurden. Die Saulen- 
fraktionierung wurde im Kihlraum bei + 2° durchgefiihrt. Der Riickstand der 
verdampften Eluate wurde in Petroléther aufgenommen und daran Trocken- 
gewicht und Inaktivierungswirkung bestimmt. 

Fiir die Versuche mit Vergleichspraparaten wurden gewogene Mengen 
des Praparates in Petrolither bzw. heiBem Alkohol gelést. Eine kleine Menge 
der Lésung wurde zu einer 0,9proz. NaCl-Lésung zugegeben. Unter kraftigem 
Riihren mit einem Glasstab wurde der Petrolither bei 38° verjagt, so daB eine 
gleichmaBige Emulsion entstand. Sodann wurde RU * zugesetzt. 


Ergebnisse 
1. Identifizierung des Inaktivators 


In Tab. 1 ist eine Anzahl von Versuchen zusammengefaBt, die 
die Eigenschaften des Inaktivators erkennen lassen. Versuch 1 zeigt, 
daB die Inaktivatorwirkung nicht dialysierbar ist. Aus Versuch 2 ergibt 
sich seine Hitzestabilitat. Versuch 3 ergibt, daB die Inaktivatorwirkung 
im Alkohol/Ather-Extrakt des Stromas vorhanden ist, wahrend der 
Extraktionsriickstand fast unwirksam ist. Es zeigt sich auch, daB der 
Extrakt wirksamer als das Ausgangsstroma ist. 

In den Versuchen 4—6 sind die Testungen verschiedener Frak- 
tionen des hydrolysierten Alkohol/Ather-Extraktes zusammengefaBt. 
Dabei wurde sowohl saure waBrige Hydrolyse als auch alkalische Hy- 
drolyse in Methanol angewandt. Alle Fraktionen der Hydrolysate er- 
wiesen sich als unwirksam. 

In Tab. 2 sind Versuche mit normalem und lipémischem Serum 
sowie Eidotter aufgefiihrt. Die Versuche 1 und 2 zeigen, daB normales 
Kaninchenserum eine kleine Inaktivierungswirkung aufweist, die um 
das 7—15fache bei Lipamie, die durch Entbluten hervorgerufen wurde, 
anwuchs. Versuch 3 zeigt, daB der Alkohol/Ather-Extrakt annaihernd 
dieselbe Inaktivierungswirkung wie das lipamische Ausgangsserum auf- 
wies. 

Verglichen mit Serum ist Eidotter eine rund 10—100fach aktivere 
Quelle. Auch hier enthalt der Alkohol/Ather-Extrakt die urspriingliche 
Wirkung (Versuch 4). 

Auf Grund der eben dargelegten Beobachtungen erschien es héchst 
wahrscheinlich, daB die Inaktivatorwirkung an ein zusammengesetztes 
Lipoid gebunden sei und bei der Hydrolyse verlorengeht. Somit schien 
eine Fraktionierung der nicht hydrolysierten Extrakte angezeigt. Fiir 
diese Zwecke wurde die siulenchromatographische Trennung an Kiesel- 
siuregel angewandt. Stroma, lipimisches Serum und Eidotter waren 
die Ausgangsmaterialien. Die Einzelheiten der Durchfiihrung sind im 
methodischen Teil beschrieben. 

Tab. 3 enthalt die Zusammenfassung von 5 Fraktionierungen. Man 
ersieht, daB der Erfolg, was die Gesamtausbeute an Material und 
Inaktivator-Aktivitét betrifft, verschieden war. Die Ausbeute an 


- * RU = Uberstand des Hamolysats von reticulocytenreichem Blut: 
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Tab. 1. Die Eigenschaften des Stroma-Inaktivators sowie die Wirkungen von 
Stroma-Extrakten und ihrer Hydrolyse-Produkte. 


Einzelheiten der Versuchsbedingungen sind im methodischen Teil angegeben. 























a Stroma- Succinat- ™. 79 
o Ansatz* Testmenge oxyd. mung (—) | Effekt 4 % 
al ml mm* O, bzw. Akti- 
vierung (+) 
1 Ee a regs Wee ag re Poa es — 173 oo ~- 
TLGEL, 0 Sees hee ame — 50 —70 — 
HE + RU + Stroma (undialys.) 0,5 181 + 5- 75 
HE + RU + Stroma (dialys.) . 0,5 175 + 1 71 
2 | eae _- 133 -- -- 
MetRD ft. - 27 —80 —_ 
HE +RU+Stroma..... — 119 —ll 69 
HE + RU + Str. (15 Sek. 100°) 0,5 128 — 4 76 
HE + RU + Str. (15 Min. 100°) 0,5 121 — 9 71 
3 LSS eee - 148 _- — 
HE +RU... . ... _- 11 —92 —_ 
HE + RU + dialys. Stroma . 0,5 76 —48 44 
HE + RU + A.-A.-Extr. . . . 0,5 115 —22 70 
HE + RU + Riickstand 0,5 7 —8s9 3 
4 . ABU Sie, Bars - 160 — —_ 
HE+RO ...... — 46 —172 — 
HE + RU + A.-A.-Extr. . . . (,4 191 +17 89 
Unverseifbares ....... 0,4 48 —71 1 
5 BEEU si iis ss -- 157 —_ —_ 
HAR . wk “= 64 —59 —_ 
HE + RU + A.-A.-Extr. . . . 0,4 194 +23 82 
HE + RU + Fettsaure-Frakt. . 0,4 65 —58 1 
HE + RU + waBr. Riickstand . 0,4 72 —54 5 
6 EN er ete ees —- 146 — — 
LU. | re -- 39 —73 — 
1,0 52 — 64 9 
HE + RU + Alkal. Hydrolysat 20 24 ae 11 
HE + RU + A.-A.-Extr., | 1,0 38 —74 |—1 
Saurehydrolysat 2,0 54 —63 +10 

















_ * HE = Herzenzym, RU = Uberstand des Reticulocytenhimolysates, A.-A.-Extr. = Alkohol- 
Ather-Extrakt. 


Material betrug, wenn alle Fraktionen analysiert wurden, etwa 60%, 
die Ausbeute an Inaktivatorwirkung 60—100%. Die Versuche zeigten 
tibereinstimmend, daB die Inaktivator-Aktivitat fast ausschlieBlich in 
der Fraktion VI-1, in der sich die Kephaline befinden, enthalten war. 
Die spezif. Aktivitaét dieser Fraktion betrug das Doppelte bis 3fache 
von der des Ausgangsstromas, bei Eidotter das 4fache. 

Somit ergibt sich als SchluBfolgerung, daB die Kephaline sowohl 
die gréBte spezifische Wirkung als auch den gréBten Anteil der Ge- 
samtwirkung auf sich vereinen. 
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Tab. 2. Inaktivierende Wirkung von Serum und Eidotter. 



































a. Succinat- 
5 Ansatz ~—— oxy a. ee ra em 
1 eet Sept coe ate — 207 a = ~ = 
BE EB ce sictw dale’ « - 24 —89 a aa 
HE + RU + Normal- 50 29 —86 3 0,06 
Serum { 400 54 —74 15 0,04 
HE + RU + LipSer. 50 71 —36 63 1,25 
Seen ss ste ee SS — 207 — a 
BEER 2s... — 49 —76 -= a 
HE + RU + Nor.Ser. 200 155 —25 51 0,25 
HE + RU + Lip. Ser. 50 225 + 8 84 BZ 
BN RMMT Ee Scantode~seriay) “av.cX 0? —_ 168 “= — 
eR . ke bs — 41 —6 — — 
HE + RU + Lip.Ser. . 100 203 +21 97 0,97 
HE + RU + Lip.Ser.- 
Extr. 67 145 —14 62 0,93 
FC eee aa = 157 — = — 
Hee RA. cts se — 63 —60 — — 
HE + RU + Eidotter- 50 (1:30) 90 —43 17 10,2 
Gieaaant! 200 (1:30) 176 +12 72 10,8 
HE + RU + Eidotter- 
Extr. 100 (1:15)} 173 +10 70 10,5 


Tab. 3. Zusammenfassung der siulenchromatographischen Fraktionierungen von 
Stroma, lipamischem Serum und Eidotter-Extrakten. 






































Material M Test- | serext | Spex. Eff.| Aktivite 
a i % q : . it 
» Fennel, ease roa “= ‘1% M0, jag | ip. Exe) 
100) 
, x 0 26 46 
Stroma Ausgangs-Extrakt 53 { ee 45 43 24 
Frakt. I—V 20 0,21 (—3) 0 0 
, 0,28 28 100 15 
Frakt. VI-1 15 10°58 a se 
Frakt. VI-2 9 0,35 1 3 <1 
Stroma 7 | Ausgangs-Extrakt 57 1,16 38 31 18 
Frakt. IV + V 6 0,23 5 20 1 
Frakt. VI-1 20 0,86 74 85 17 
Stroma 9 | Ausgangs-Extrakt 80 0,4 17 42 33 
Frakt. I—V 36 1,6 4 2 1 
Frakt. VI-1 22 0,4 36 90 20 
Frakt. VI-2 12 0,64 20 30 4 
Frakt. VII 8 0,7 6 9 1 
Lipam. Ausgangs-Extrakt 51 1,1 36 33 17 
Serum Frakt. VI-1 8 0,36 38 110 9 
Frakt. VI-2 6 ~ 0,25 —7 0 0 
me 3,0 30 10 
Eidotter | Ausgangs-Extrakt | 219 {72 80 ll 23 
Frakt. I—V 53 2,3 —5 0 0 
Frakt. VI-1 63 2,0 80 40 25 
Frakt. VI-2 19 2,5 9 4 11 
Frakt. VII 19 2,5 1 0,4 >< | 
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2. Inaktivatorwirkung von Vergleichspraparaten 
und Modell-Substanzen 


Es schien angezeigt, die SchluBfolgerungen der oben angefihrten 
Experimente an gereinigten und synthetischen Vergleichspraparaten 
zu tiberpriifen und die Spezifitat der Wirkung genauer abzustecken*, 

Tab. 4 enthalt eine Zusammenstellung von Testversuchen an 13 ver- 
schiedenen Substanzen, die jeweils 2—11mal getestet wurden. Sie fallen 
in 3 Gruppen: 1. aus natiirlichen Quellen isolierte Kephaline und Leci- 
thine, 2. synthetische Kephaline’? und Lecithine und 3. synthetische 


Modellsubstanzen. ; 














Tab. 4. Die Inaktivatorwirkung von Vergleichspraparaten und Modell-Substanzen. 
** 
Praparat Herkunft —— eric 

Plasmalogenfreies Colamin-Kephalin .... . Gehirn 11 167 +7 
Colamin-Kephalin (~ ?/,; Acetalphosphatid) . . |} Gehirn 7 150 +9 
SePNOOMAM 65 oe 8k ce et ls Gehirn 3 140 + 15 
Inosit-Kephalin. ............. . | Gehirn 3 55+5 
Dioleoyl-L-glycerin-«-phosphorsaure-colamin- 

ester (Olsiure-Kephalin) ....... . . | Synthese 3 60 +8 
Dipalmitoyl-L-glycerin-«-phosphorsaure- 

colaminester (Palmitinsiure-Kephalin) . . . | Synthese “| 5+2 
BPMMIUNR Ses oe hae oy whe AGP Rsk ce. 25 ind, os 6 om . | Leber | 40 +5 
RIVONIA ee oe . | Herz 2 55 + 5 
LSD sie Seems Seg acne) oie ae ane emma Ei-alt 2 10+5 
Dipalmitoyl-L-glycerin-«-phosphorsaure-cholin- 

ester (Palmitinsfiure-Lecithin). ...... Synthese 2 50 + 5 
Dipalmitoyl-t-glycerin-«-cholinither . . .-. . | Synthese 2 50 + 5 
Phosphorsaure-cetylester-colaminester . . . . . Synthese 2 45 +5 
Phosphorsaure-cetylester-cholinester .... . Synthese 2 hemmt 

HE 











** Mittelwert + mittlerer Fehler. 


Aus der Tabelle ergibt sich, daB die héchste Wirkung den natiir- 
lichen Kephalinen eigen ist. An der Spitze steht das plasmalogenfreie 
Colamin-Kephalin mit einer spezif. Aktivitat von 167, gefolgt von Serin- 
Kephalin mit einer Wirkung von 140. Das Inosit-Kephalin ist wesent- 
lich weniger wirksam. Die 3 Wirkungen verhalten sich annahernd wie 
6:5:2. 

Das plasmalogenhaltige Colamin-Kephalin liegt in seiner Wirkung 
zwischen Serin- und plasmalogenfreiem Colamin-Kephalin. Danach ware 
auf eine betraichtliche Wirkung des Colamin-Plasmalogens, etwa ver- 
gleichbar dem Serin-Kephalin, zu schlieBen. 





* Wir sind fiir die freundliche Uberlassung der Vergleichspraparate aus Orga- 
nen Herrn Prof. Dr. Klenk, Kéln, und fiir die synthetischen Substanzen Herrn 
Dr. Hirt-Schmidt, Bern, zu herzlichstem Dank verpflichtet. 

7 R. Hirt u. R. Berchtold, Helv. chim. Acta 40, 1928 [1957]. 
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Die synthetischen Colamin-Kephaline sind viel weniger wirksam. 

| Das Olséure-Kephalin zeigt nur ein Drittel, das Palmitinsdiure-Kephalin 
nur ein DreiBigstel der Wirkung des natiirlichen Colamin-Kephalins. 
Diese Beobachtungen lassen auf die Rolle des Fettséureanteils schlieBen. 
Dabei spielt sicherlich auch Léslichkeit bzw. Emulgierbarkeit eine be- 
trichtliche Rolle; z.B. ist das synthetische Palmitinsiure-Kephalin 
praktisch unléslich. 

Die Lecithine wiesen nur geringe Unterschiede auf. Lecithin, 
Hydrolecithin sowie synthetisches Palmitinséure-Lecithin zeigen einen 
spezifischen Effekt von etwa 50. Ein altes, braunschwarzes und ranziges 
Produkt aus Eidotter hatte nur geringe Aktivitat. 

Es ist von groBem Interesse, daB die Modellsubstanzen Phosphor- 
siure-colaminester-cetylester und Dipalmitoyl-glycerin-cholinather In- 
aktivatorwirkungen im AusmaB des Lecithins aufwiesen. 

Die entsprechenden Cholinester zeigen die typische Wirkung von 
basischen Netzmitteln mit quartaérem Stickstoff und wirkten toxisch 

auf das Herzenzym. 





H- H+ H- H- 


fe 


fe H- 
St Sr Cr bo 


H- HFEF He 


or 








Zusammenfassend laBt sich somit erkennen, daB keine absolute 
Spezifitat fiir die Inaktivatorwirkung vorliegt. Die Gegenwart von 
Phosphorséure, einer Stickstoffbase und eines langkettigen alipha- 
tischen Rests scheinen die Vorbedingungen fiir die Wirkung darzu- 
stellen. Innerhalb dieses Rahmens sind gewisse Kombinationen, wie sie 
im natiirlichen Colamin-Kephalin vorliegen, besonders wirksam. Jedoch 
ist Ersatz von Colamin durch Serin oder der Fettséure durch ent- 
sprechenden Aldehyd (Plasmalogen) oder sogar Alkohol (vgl. Cetyl- 
ester) nicht von entscheidender Bedeutung. 

Die Versuche mit den hier angefiihrten Praparaten unterstiitzen 
alles in allem die SchluBfolgerung, daB die Inaktivatorwirkung natiir- 
licher Quellen hauptsichlich auf ihrem Kephalingehalt beruht. 


Diskussion 


Die hier vorgelegten Ergebnisse lassen SchluBfolgerungen sowohl 
beziiglich der Natur des inaktivierenden Prinzips als auch der biolo- 
gischen Dynamik der Inaktivierung im System des intakten roten Blut- 
kérperchens zu. 

Die starkere Wirkung von Alkohol/Ather-Extrakten, verglichen mit 
Stromasuspensionen, spricht fiir eine potentielle Inaktivatorwirkung 
des Stromas, bzw. dafiir, daB ein Teil der Phosphatide in unwirksamer 
Form, méglicherweise an Eiwei8 gebunden, vorliegt. Friihere Beob- 
achtungen! weisen auf eine langsame Freisetzung der Phosphatide bei 
Inkubation von Hamolysaten hin. Daraus ergibt sich die Vorstellung 
eines zweistufigen Inaktivierungsvorganges: 

a) langsame Freisetzung der Stromalipoide, die den geschwindig- 

keitsbegrenzenden ProzeB darstellt; 

b) darauffolgende und schnelle Reaktion von eames in erster 
Linie Colamin-Kephalin, mit RU-Hemmstoff. 
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Uber das Wesen des Freisetzungsprozesses sind Studien im Gange,| and 
Der Mechanismus der Reaktion zwischen Phosphatid und Hemmstoff} auf 
bildet den Gegenstand einer gesonderten Mitteilung®. 281 

Die Inaktivator-Wirkung wurde im Alkohol/Ather-Extrakt von} b) ¢ 
Stroma, Serum und Eidotter annihernd im Verhaltnis ihres Phosphatid.| Her 
Gehaltes gefunden. Es besteht kaum ein Zweifel, daB sie entsprechend 
dem allgemeinen Vorkommen der Phosphatide ubiquitar ist. Die frither| pha 
beobachtete! gréBere Wirkung des Stromas von Reticulocyten, ver-} gisc 
glichen mit dem reifer Erythrocyten, ist im Einklang mit ihrem hohen 
Phosphatidgehalt ®. Vermutlich ist auch die hohe Inaktivatorwirksam. 
keit des Knochenmarks und die Tatsache, daB es nicht gelang, im 
Knochenmark-Homogenat den Atmungshemmstoff nachzuweisen!, auf idine 
seinen hohen Phosphatidgehalt zuriickzufiihren. 


Die Identifizierung des Inaktivators als Phosphatid fihrt zur +e 
SchluBfolgerung, daB es sich bei der Inaktivierung des Hemmstoffes a 
um eine chemische Reaktion zwischen Lipoid und EiweiB handelt, bei is 


der die biologische Wirkung des EiweiBes verandert wird. Ein solches of t 
System erscheint von prinzipiellem Interesse im Hinblick auf das all- 
gemeine Vorkommen von Lipoid-Protein-Komplexen in allen Zellen. 
Die Vorstellungen iiber ihre biologische Funktion und die chemischen biol 
GesetzmaBigkeiten, die ihrer Wechselwirkung zugrunde liegen, sind 
noch mangelhaft. EinigermaBen vergleichbar den hier berichteten Er- 
gebnissen ist’ die Beobachtung!®, daB Katalase durch Phospholipoide 
inaktiviert wird. 

Unsere Befunde erlauben eine weitere teilweise Rekonstruktion 
des biologischen Geschehens bei der Reifung des roten Blutkérperchens". 
‘In enger Koppelung von Veranderungen der Struktur und des Stoff.- | 
wechsels verringert sich die Stromamenge unter Freisetzung von Amino. 
séuren als Substrat des Hamoglobinaufbaus* und von Phosphatiden | 
als Inaktivatoren des RU-Hemmstoffes der Atmung, wahrend die | 
Atmung abnimmt. Vermutlich werden durch Folgereaktionen die Kom. | 
plexe zwischen den EiweifSstoffen der Atmungskette und dem RU.| 
Hemmstoff, sowie die vom Stroma freigesetzten Phosphatide und ihre 
Komplexe mit RU-Hemmstoff abgebaut; iiber sie 14Bt sich noch nichts 
Naheres aussagen. 





Zusammenfassung 


Colamin-Kephaline stellen das den Reticulocyten-Hemmstoff in- 
aktivierende Prinzip des Stromas roter Blutkérperchen dar. Versuche 
an Vergleichspraparaten und Modellsubstanzen ergeben, daB auch 


8 §. Rapoport u. W.Gerischer-Mothes, Acta biol. med. german., im 
Druck. 

® G. Ruhenstroth-Baueru. G. Hermann, Z. Naturforsch. 5b, 416 [1950]; 
8S. Rapoport, W. Gerischer-Mothes u. Ch. Nieradt, diese Z. 800, 174 [1955]. 

10 L. Michelazzi, Experientia [Basel] 18, 444 [1957]. 

11 §. Rapoport, Naturwissenschaften 43, 112 [1956]. 
2-H. G. Schweiger u. 8S. Rapoport, diese Z. 306, 33 [1956]. 
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andere Lipoide in mehr cder minder hohem MaB8e Inaktivatorwirkung 
aufweisen. Es wird angenommen, da der Inaktivierungsvorgang in 
2 Stufen a) einer langsamen aeroben Freisetzung der Phosphatide und 
b) einer anschlieBenden Reaktion der Phosphatide mit Reticulocyten- 
Hemmstoff erfolgt. 

Auf die prinzipielle Bedeutung chemischer Reaktionen von Phos- 
phatiden mit biologisch wirksamen EiweiBstoffen, sowie auf die biolo- 
gische Dynamik des Inaktivierungsvorganges wird hingewiesen. 


Summary 


Colamine cephalins represent the principle in the stroma of ery- 
throcytes responsible for the inactivation of the inhibitor from reticulo- 
cytes. Experiments with control preparations and model compounds 
showed that other lipids also have the capacity to inactivate to a 
greater or lesser extent. It is assumed that the course of inactivation 
is two-stage: a) a slow aerobic liberation of phosphatides b) a reaction 
of the phosphatides with the inhibitor from reticulocytes. 

The biological dynamics of the inactivation process and the 
principal significance of the chemical reactions of phosphatides with 
biologically active proteins are pointed out. 
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Verlaufsformen und quantitative Auswertung 
des Horizontalwuchstestes mit Neurospora crassa* 


Von 
H. M. Rauen, G. Hess und J. Mechery 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Miinster 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Dezember 1958) 


Adaptation an und Resistenz gegen Antimetaboliten bzw. Chemo. 
therapeutika bei den pathogenen Mikroorganismen! gehéren mit zu den 
seit mehr als zwei Jahrzehnten intensiv bearbeiteten, doch auch heute 
noch nicht gelésten Problemen der Biochemie. Die Erforschung der 
diesen Verhaltensweisen zugrunde liegenden Stoffwechselprozesse koinzi- 
diert in vielen Punkten mit den fiir die Kausaltherapie bakterieller Er. 
krankungen und maligner Tumoren gleich bedeutungsvollen Fragen der 
Aufklarung von Stoffwechselhaupt- und -nebenwegen in Mikroorganis- 
men und entarteten Geweben sowie der Wirkungsweise und -orte von 
Antimetaboliten im intermediiren Stoffwechsel. 

Zur Bearbeitung solcher Fragen bediente man sich der pathogenen 
Mikroorganismen selbst; man verwendete aber auch einfacher zu hand- 
habende ,,Modell-Lebewesen“‘, wobei man in Kauf nehmen muBte, daf 
Ergebnisse mit diesen nicht ohne nahere Priifung fiir j jene gelten. 

Neurospora crassa ist ein in seiner Genetik und seinen Stoffwechsel- 
vorgingen bekanntes und experimentell gut zu verwendendes Lebe- 
wesen. Es reagiert empfindlich auf die Gegenwart von Antimetaboliten. 
Da es mit vielen Ascomyceten die Eigenschaft teilt, auf der Oberflache 
eines geeigneten Agarnéhrmediums horizontal zu wachsen, lieB sich ein 
Horizontalwuchstest ausarbeiten, der, obgleich 1943 beschrieben?, 
bis heute zur Hemmungsanalyse wenig und dann nur in qualitativer 
Beziehung verwendet wurde’®. Die Vorziige von N. crassa als biologischem 
Testobjekt und des Horizontalwuchstestes als Arbeitsmethode veranlaB- 
ten uns, damit eine Reihe neuerer Antimetaboliten und Cytostatika zu 
priifen. Wir beobachteten hierbei mehrere Verlaufsformen der Hemmung 


* Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft und 
der Gesellschaft zur Férderung der Westfalischen Wilhelms-Universi- 
tat Minster. 

1 E. F. Gale u. R. Davies, Adaptation in Microorganisms, University Press, 
Cambridge 1953; R. J. Schnitzer u. E. Greenberg, Drug Resistance of Micro- 
organisms, Academic Press, New York 1957. 

2 F. D. Ryan, G. W. Beadle u. E. L. Tatum, Amer. J. Bot. 80, 784 [1943]. 

3 Vgl. z. B. die Wirkung von Sulfonamiden: S. Emerson u. J. E. Cushing, 
Federation Proc. 5, 379 [1946]. 
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des Horizontalwuchses von N.crassa und teilten sie in Gruppen typischer 
Hemmungsformen ein. In der vorliegenden Arbeit werden diese Verlaufs- 
formen sowie das Verfahren zu ihrer quantitativen Auswertung be- 
schrieben. 

Allgemeines zum Wuchstest mit J. crassa 


N. crassa wichst apikal, d. h. nur von den Mycelspitzen aus‘. Einmal gebiidete 
Zellen wachsen nicht mehr in der Langsachse, sondern nur noch geringfiigig in der 
Querrichtung und verdicken ihre Chitinwande. Die Zellen sind nicht vollig gegen- 
einander abgeschlossen und die Trennwande besitzen Foramina, durch die nicht 
nur agranulare Zellsubstanzen, sondern auch Zellkerne ausgetauscht werden, von 
denen jede Zelle viele enthalt. Das in einem Horizontalrohr nach Ryan, Beadle 
und Tatum? eingeschlossene, darin vorwarts wachsende Mycel ist somit als ein 
einheitlicher Organismus anzusehen. 

Die in das Testrohr vordringenden Mycelspitzen treffen stets auf die gleichen 
Konzentrationen an Metaboliten und Antimetaboliten im Nahrmedium. Die Ver- 
haltensweise dieses Organismus wahrend des Horizontalwuchses ist also die Ant- 
wort auf eine iber Wachstumsstrecke und Versuchszeit konstante Dosis der Wirk- 
substanz. Variiert man von Ansatz zu Ansatz kontinuierlich die Wirkstoffdosis, 
so erhilt man als Versuchsergebnis eine dreidimensionale Dosis-Wirkung-Zeit- 
Beziehung. 

Die Konstanz der Wirkstoffdosis iiber Strecke und Zeit gilt jedoch nur unter 
der Voraussetzung, daB die Substanzen bei py 5,6 des Mediums, der Anwesenheit 
von Schwermetallspuren und Luftsauerstoff bestaindig sind. Diese Konstanz ist 
unbestreitbar ein Vorzug des Horizontalwuchstestes wit NV. crassa gegeniiber ande- 
ren biologischen Testverfahren, z. B. den Fliissigkulturverfahren mit Lactobazilien 
oder Escherichia coli, ein Nachteil dafiir das schwach saure Milieu, das die Ionen- 
aktivitaten von Hemmsubstanzen und Enthemmsubstanzen determiniert. Wie viele 
Schimmelpilze waichst auch N. crassa optimal nur im pq-Bereich von 4—6,5?, so 
da8 nicht viele Méglichkeiten bestehen, die Ionenaktivitaiten der Testsubstanzen 
durch py-Anderung zu variieren. DaB z. B. die Resorption von Antimetaboliten 
vom px des Milieus abhangen kann, wurde fiir Sulfonamide festgestellt und ein- 
gehend untersucht®. Die undissoziierte Form penetriert die Zellwand und das 
Anion ist die eigentliche Hemmform®. Die starkste Hemmwirkung wird daher bei 
einem px des Nahrmediums erhalten, das seinem px-Wert entspricht’. 

Im Gegensatz zum nur wenig variierbaren pp des Nahrmediums ist die Tem- 
peratur ein veranderbarer Parameter. Ryan, Beatlle und Tatum? beobachteten 
mit Wildstimmen von N. crassa zwischen 4° und v5® eine lineare Beziehung zwi- 
schen Temperaturanstieg und Zunahme der Wuchsgeschwindigkeit. Oberhalb von 
35° fiel die letztere wieder steil ab. Allgemein wird beim Arbeiten mit N. crassa 25° 
als Optimaltemperatur empfohlen, da hierbei das Mycel dichter wachst und sich 
nicht so schnell Conidiophoren bilden, wie bei h6herer Temperatur. Da die einzelnen 
Stoffwechselvorginge verschiedene Temperaturkonstanten besitzen, kénnen 
Hemmwirkungen bei anderen Temperaturen als der gewohnlichen Arbeitstempe- 
ratur durchaus verschieden ausfallen. 





4 Zur Biologie von N. crassa s. z.B. S. Emerson in Hoppe-Seyler/Thier- 
felder, Handbuch d. physiol.- u. pathol.-chem. Analyse, Bd. II, 8. 443, Springer- 
Verlag, Heidelberg 1955. 

5 A. Lwoff, F. Nitti, J. Tréfouél u. V. Hamon, Ann. Inst. Pasteur 67, 9, 
19 [1941]. 

6 C. L. Fox, jr. u. H. M. Rose, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 50, 142 [1942]; 
F.C. Schmelkes, O. Wyss, H.C. Marks, B. J. Ludwig u. F. B. Strandskow, 
ebenda 40, 145 [1942]; F. C. Schmelkes, J. Bacteriol. 45, 67 [1943]. 

7 A. H. Bruckner, Yale J. Biol. Med. 15, 813 [1945]; P. B. Cowles, ebenda 
14, 599 [1942]; s. auch analoge Befunde mit einer N.-crassa-Mutanten: O. Wyss, 
V. G. Lilly u. L. H. Leonian, Science [New York] 99, 18 [1944]. 
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Die Variationsméglichkeit dieses Tests wird fast unbegrenzt, wenn man nicht | Dan 
nur Wildstaémme, sondern auch stabile biochemische Mutanten als Testobjekte ver- | eine 
wendet, von denen man gerade bei J. crassa eine sehr groBe Anzahl kennt®. mar 

Die Mehrzahl der Hemmungsanalysen mit N. crassa wurden seither in der} yon 
Flissigkultur durchgefiihrt. Da hierbei die Mycelgewichte der Ansitze mit und 
ohne Antimetabolitzusatz nach 3—5 Tagen Inkubation bei 25° als MaB dienen, | wir 
erhalt man nur einzelne Zahlen zur Versuchsbewertung. Zur Uberwindung dieses |} extr 
Mangels, sowie zur Priifung des Charakters der Stoffwechselwirkungen sind viele | ad 1 
Einzelversuche unter kontinuierlicher Variation der Parameter erforderlich, die 
Zeit, Arbeit und Material kosten®. Der gréBte Nachteil des Fliissigkulturtestes 
diirfte jedoch darin bestehen, daB sich das Medium durch die Stoffwechselwirkung 
des wachsenden Mycels verandert, vor allem saurer wird, was die Permeation von 
Hemmsubstanzen und Enthemmsubstanzen durch die Zellwand unkontrolliert 
beeinflussen kann. 

Einige dieser Schwierigkeiten und Fehlerméglichkeiten werden durch Plat- |} ras 
tenmethoden iiberwunden, die z. B. zur Bestimmung des Metabolitbedarfs von kei 
Neurospora-Mutanten!® und zum Austesten von Carcinostatika! sowie Anti- ; 
biotika!? verwendet wurden. Sie erfordern zwar weniger Substanz als Fliissig- und 
Horizontalwuchsverfahren und dauern kiirzer, doch ergeben auch sie nur eine oder | Ve!" 
wenige Zahlen je Versuchsansatz und sagen nichts iiber den zeitlichen Verlauf von |  gehl 
Wirkungen, wie zunehmende Intoxikationen oder Adaptationen aus. Gerade dies} gta, 
geht aber aus den Verlaufsformen des Horizontalwuchses mit N. crassa eindeutig b) I 
hervor. 


Methodik 


Verwendete Substanzen: 2-Chlor-4-amino-benzoesaure (Sigma Chemicals, | in I 
St. Louis); NV,N’,N”’-Tridthylen-thiophosphorsaure-triamid (Thiotepa, Cyanamid | pen, 
Company, New. York) verdanken wir Herrn Prof. Dr. G. Domagk, Wuppertal. 
4-Athylenimino-buten-(1)-ol-(3) (Tetramin, Versuchspraparat IV/148 E. Merck 
& Co., Darmstadt)*. Als Sulfonamide wurden verwendet: Marfanil (4-Amino- | Ges' 
methyl-benzolsulfonamid-hydrochlorid), Marbadal (Salz aus N-[4-Amino-benzol- | den 
sulfonyl]-thioharnstoff und Marfanil), Eubasin (N’-[Pyridyl-(2)]-sulfanilamid), erha 
Debenal (N’-[Pyrimidyl]-(2)]-sulfanilamid), Methyl-Debenal (N’-[4-Methyl-pyri- : 
midyl-(2)]-suManilamid), Eleudron (N’-[Thiazolyl-(2)]-sulfanilamid) und Globucid 
(N’-[5-Athyl-1.3.4-thiadiazolyl-(2) ]-sulfanilamid). (a-F 

Testverfahren: Methodische Einzelheiten wurden frither ausfihrlich be- 
schrieben?. Glasréhren von 18 mm AuBendurchmesser, 300 mm lang im Horizontal- gehe 
teil mit beidseitig 50 mm langen, um 45° aufgewinkelten Ansétzen werden mit 
Kapsenberg-Kappen verschlossen und trocken sterilisiert. Man fillt sie mit je 15 ml 
steriler warmer Minimalnihrlésung nach Fries®* + 3% Agar, pu 5,6, der nach 
dem Sterilisieren die Lésungen der Testsubstanzen in sterilem Wasser zugesetzt 
worden waren und befestigt sie bis zum Erstarren des Nahrbodens genau horizontal. 





8 §. z.B. B. P. Karlson, Ergebn. Enzymforsch. 18, 85 [1954]; R. W. Bar- 
ratt, D. Newmeyer, D. D. Perkins u. L. Garnjobst, Advances in Genetics 6, 1 
[1954]. 
® Vgl. z.B. D. W. Visser, G. Barron u. R. Beltz, J. Amer. chem. Soc. | 
75, 2017 [1952]; R. Fuerst, C. Somers u. T. C. Hsu, Antibiotics and Chemo- 
therapy 7, 363 [1957]. Die 

10 G. Pontecorvo, J. gen. Microbiol. 8, 122 [1949]; H. Haenel u. W. Miil- iat 


ler-Beuthow, Vitamins and Hormons 6, 255 [1954]. haha 
11 R, Fuerst u. W. M. Skellenger, Antibiotics and Chemotherapy, 8, 76 
[1958]. ; 
2 J. H. Humphrey u. J. W. Lightbown, J. gen. Microbiol. 7, 129 [1956]; 
T. D. Brock, Antibiotics and Chemotherapy 7, 243 [1957]. Died 


* Herrn Prof. Dr. Domagk, sowie der Fa. E. Merck danken wir auch an 
dieser Stelle fiir die Substanzen. 
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Dann beimpft man die Réhren an einem Ende mit einer Conidiensuspension aus 
einer 5 Tage alten N.crassa-Kultur, die die keimfahigsten Conidien ergibt'*. Man 
markiert die Impfstelle, inkubiert bei 25° und miBt zweimal taglich die Mycellange 
yon der Impfstelle aus. 

N. crassa-Stamm: Herrn Prof. Dr. H. K. Mitchell, Pasadena, verdanken 
wir den hier verwendeten Wildstamm 3177-4A. Er wird auf Malzagar (4 g Malz- 
extrakt, 0,5 g Casein-Pepton, 0,1 g MgSO,, 0,05 g Ca(H,PO,)., 2 g Agar und Wasser 
ad 160 ml) geziichtet*. 


Ergebnisse 
Vorbemerkungen 


Man kann verschiedene Stadien des Wachstumsverlaufs von JN. 
crassa im Horizontalrohr unterscheiden: a) Induktions- und Aus- 
keimperiode. Die Conidien benétigen mehrere Stunden der Ruhe, bis 
sie Keimschlauche austreiben, die sich dann zum ersten feinen Mycel 
verzweigen. Die Induktionszeit hangt von vielen zum Teil nicht tiber- 
sehbaren Faktoren ab, z. B. Alter der Conidien, Vorgeschichte des 
Stammes? und andere. Zusatz von ATP verkiirzt die Induktionszeit!*. 
b) Periode zunehmenden Mycelwachstums. Von der Auftraglinie 
der auskeimenden Conidien wachst das erste feine Mycel radiar aus, auch 
in den Nahrboden, verdichtet sich auf der Oberflache und wachst dann 
in Richtung des offenen Rohres mit steigender Geschwindigkeit. a + b 
bendtigen etwa 25 Stdn. c) Periode des konstanten Mycelwachs- 
tums. Die scharfe Front des Mycels verschiebt sich nun mit konstanter 
Geschwindigkeit etwa 4 mm/Stde. nach dem Rohrende hin. Tragt man 
den Langenwuchs des ungehemmten Mycels gegen die Zeit auf, so 
erhalt man eine Gerade (c-Periode), die unten nach links umbiegt 
(b-Periode) und sich nicht aus dem Koordinaten-Nullpunkt erhebt 
(a-Periode). 

Wird der Horizontalwuchs von N. crassa durch Antimetaboliten 
gehemmt, so ergeben sich verschiedene Méglichkeiten des Hemmungs- 
verlaufs : 

a) Conidienkeimung 
al ungehemmt a2 gehemmt 


c) Mycelwachstum 
cel ungehemmt 
c2 gehemmt — Hemmverlauf konstant 
c3 gehemmt — Hemmverlauf zunehmend (steigende Intoxikation) 
c4 gehemmt — Hemmverlauf abnehmend (Adaptation) 


Die oben unter b beschriebene Wachstumsperiode bleibt unberiicksichtigt, da sie 
als Ubergangsperiode nicht eindeutig verlauft und die Hemmwirkung durch a und ¢ 
befriedigend zu kennzeichnen ist. 





13 F. J. Ryan, Amer. J. Bot. 85, 497 [1948]. 

* Heirn Dr. Hagedorn, Botanisches Institut der Universitat Miinster, dan- 
ken wir fiir den Hinweis auf dieses fiir N. crassa ausgezeichnete einfache Maximal- 
nahrmedium. c 
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Durch Kombination der Verhaltensweisen des wachsenden Mycels 


in den Perioden a und c ergeben sich folgende Verlaufsformen der Hemm.} : 


kurven, deren Analyse fiir die Beurteilung des biochemischen Hemmungs. 
mechanismus von Bedeutung sein kann: 











Hemmtyp Beschreibung Beispiel 
Kurve 0 

alcl normaler Wachstumsverlauf. . .........-. in Abb. 1 
alc2 vom Abszissenpunkt der alcl-Kurve abzweigende Ge- | Kurvenschar 

raden, mit dieser spitze Winkel bildend. ...... in Abb. 1 
alc3 vom Abszissenpunkt der alcl-Kurve abzweigende, zu 

dieser divergent verlaufende Kurven........ Abb. 2 
alc4 vom Abszissenpunkt der alcl-Kurve abzweigende, zu 

dieser konvergent verlaufende Kurven ....... Abb. 3 
a2cl gegeniiber der alcl-Kurve parallel verschobene Kurven | — 
a2c2 ahnlich alcl, nur mit ungleichen Abszissenpunkten der 

ON OE ee ee Abb. 4 
a2c3 ungleiche Abszissenpunkte, divergierende Kurvenober- 

REMI ME Mises ee Nhl coer Ad ge ba vas a) ee wets Be — 
a2c4 ungleiche Abszissenpunkte, konvergierende Kurven- 

oberteile 2 2 2. ee et ee eh ee Abb. 5 





Diese Verlaufstypen sind theoretische Idealformen, denen sich die 
experimentellen Realformen jedoch gut annahern. Geringe Abweichun- 
gen und Unsicherheiten beobachtet man mehr in der a- als in der c- 
Periode. 


1. Analyse der Wachstumshemmung 


Die Hemmwirkung von 2-Chlor-4-amino-benzoesaure: 
alc2-Typ 

Abb. 1 zeigt, daB die a-Periode in allen Versuchen gleich ist. Nach 
a + b = 27 Stdn. beginnt die c-Periode mit zeitlich konstantem, doch 
proportional der Hemmstoffkonzentration gehemmtem Wachstum. Zur 
Beurteilung des Hemmverlaufs wird die dreidimensionale Dosis-Zeit- 
Wirkung-Beziehung zweidimensional aufgelést, indem einmal die Wuchs- 
zeitverzogerung fiir eine bestimmte Wachstumsstrecke (Dosis-Zeit-Be- 
ziehung fiir 150 mm), das andere Mal die Hemmwirkung fiir eine be- 
stimmte Wuchszeit (Dosis-Wirkung-Beziehung fiir 90 Stdn.) gegen die 
Hemmstoffkonzentration aufgetragen wird (s. Beidiagramm der Abb. 1). 


Zur Dosis-Zeit-Beziehung setzt man AA’ = 100 und berechnet AB,, 
AB, ... AB, als Prozentwerte. Diese gegen die Dosen aufgetragen ergeben, wie das 
Beidiagramm zeigt, eine Kurve aus zwei geraden Schenkeln mit einem Knickpunkt 





beim Abszissenpunkt 1,1 mg/ml. 

Zur Dosis-Wirkung-Beziehung setzt man CC’ = 100 und berechnet 
CD,, CD, . . . CD, als Prozentwerte. Diese gegen die Dusen aufgetragen ergeben eine | 
Gerade. 
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Nach dem gleichen Typus hemmt z. B. auch das Antimalariamittel 
2.4-Diamino-5-[p-chlor-pheny]]-6-athyl-pyrimidin (Daraprim, Pyrimeth- 
amin). 


Stdn, —— 


150 175 200 


S 
Ss 
Pr} 
Ss 
s 








IN 


— 

— 

iis 

as Ni 
x 



















































































_ D, V wai 
yf 
4/4 / h a/V | g I, 
/ ts KK LS Ko F 100 
| TV g s [ai 
ea web Hac W/ Pa & Pe 
Y 4 50 ie ” 
Wy g Zo Mirkung 
Va § ae 
a5 10 15 
mg/ml 


Abb. 1. Hemmung des Horizontalwuchses von N. crassa durch 2-Chlor-4-amino- 
benzoesiure. 
Die Zahlen an den Kurven geben die im Nahrmedium geléste Menge Hemmstoff 
in mg/ml an. Das Beidiagramm zeigt die daraus erhaltene Dosis-Zeit- (@) und die 
_ Dosis-Wirkung-Beziehung (O). 


Die Hemmwirkung von Triathylen-thiophosphorsaure- 
triamid (Thiotepa): alc3-Typ 


Nach Abb. 2 divergieren die drei Hemmkurven nach Verlassen des 
gemeinsamen Abszissenpunktes zunehmend gegen die Nullkurve. 

Die Verlaufsanalyse ist hierbei schwieriger. Man setzt in regelmaBigen Ab- 
stinden jeweils AA’, BB’... EE’ = 100 und berechnet die prazentualen Hem- 
mungen der Dosis-Zeit-Beziehung aus den zugehorigen Werten AA,, AA, usw., 
d. h. fiir mehrere festgelegte Wirkungen. Das Beidiagramm zeigt, daB die Zunahme 
des Steigungswinkels und der Ansatzhéhe der Dosis-Zeit-Kurvenschar ein MaB fiir 
die zunehmende Intoxikation des Organismus ergibt. 

Die Dosis-Wirkung-Beziehung fiir z. B. drei Abgriffe bei 58, 78 und 
98 Stdn., wobei man ahnlich dem vorher erwadhnten Beispiel BJ oder GK oder 
EL = 100 setat und dann die Prozentwerte fiir BH,, BH, und so fort berechnet, 
ergeben keine so eindeutige Facherung. 


4* 


i 


% Wuchszeitverzogerung fiir 150 mm 
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Dieser Hemmtyp wird z.B. noch mit p-Hydroxy-benzoesaure, 
Salicylsiure, p-Amino-salicylsiure, m-Amino-salicylsiure oder toxischen 
Konzentrationen von p-Amino-benzoesdure beobachtet. 
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Abb. 2. Hemmwirkung von Triaithylen-thiophosphorsaure-triamid auf N. crassa. 
Erléuterung s. Abb. 1 


Die Hemmwirkung von Sulfathiazol: alc4-Typ 


Die Conidienkeimung wird durch Sulfathiazol in den angewandten 
Konzentrationen nur wenig gehemmt, so daB die Hemmkurven nahezu 
den gleichen Abszissenpunkt wie die Nullkurve haben (Abb. 3). Gegen 
niedrige Inhibitor-Konzentrationen wird N. crassa im Verlauf des Wachs. 
tums vdllig resistent, so daB die Kurven mit 0,6 und 0,8 mg Sulfathiazol/ 
m/ im oberen Teil parallel, die folgenden Kurven nahezu parallel zur 
Nullkurve verlaufen. Von 1,4 bis 1,8 mg Sulfathiazol/m/ an zeigen die 
oberen Kurventeile zunehmende Neigungswinkel zur Nullkurve. 


Zur Dosis-Zeit-Beziehung berechnet man wieder die Prozentwerte von 
AB,, AB, ... AB, gegen AA’ = 100. Die Zeitprozenté, gegen die Dosen aufgetragen, 





ergeben im Dosis-Bereich von 0,6 bis 1,3 mg/ml eine Gerade, im Dosis-Bereich von 
1,3 bis 1,8 mg/ml eine zur Abszisse schwach divergierend verlaufende Kurve. Der! 


gerade Teil zeigt an, daB in seinem Dosis- Bereich die zunachst zur Dosis linear ver- | 


laufende Hemmung durch Adaptation voéllig iiberwunden wurde. Wendepunkt und 
Divergenzgrad geben Grenzkonzentration und zunehmende Wachstumsschadigung, 
d. h. zunchmendes Adaptationsunvermégen unter den gegebenen Versuchsbedin- 
gungen an. 
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Zur Dosis-Wirkung-Beziehung verfahrt man nach den obigen Mustern, 
d. h. man setzt CC’ = 100 und berechnet CD,, CD, ...CD, als Prozentwerte. Die 
so erhaltene Kurve verlauft zur Abszisse schwach konvergent. 
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Abb. 3. Hemmwirkung von Sulfathiazol auf N. crassa. Erlauterung s. Abb. 1. 


Nach diesem Typus verlaufen auch die Hemmkurven mit Amino- 
pterin, Amethopterin und anderen Folsdureantagonisten. 


Die Hemmwirkung von 4-Athylenimino-buten-(1)-ol-(3): 
a2c2-Typ 


Der Unterschied zwischen al und a. orgibt sich aus den Abbildungen 
1—3 einerseits und 4 andererseits. Wahre:1 dort die Ansatzpunkte véllig 
(1—2) bzw. nahezu (3) zusammenfallen, sind sie hier proportional zur 
Hemmsubstanz-Konzentration auf der Abszisse verschoben. Ist auch die 
Conidienkeimung und auch das anfaingliche Mycelwachstum in der b- 
Periode tiberwunden, dann wachst das Mycel mit proportional der Inhi- 
bitorkonzentration verringerter konstanter Geschwindigkeit. Zur Ver- 
laufsanalyse verfahrt man wie bei den vorherigen Beispielen. Die Dosis- 
Zeit-Kurve ist hier eine Gerade, die Dosis-Wirkung-Kurve zeigt 
einen exponentiellen Verlauf. 
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Abb. 4. Hemmwirkung von 4-Athylenimino-buten-(1)-ol-(3) auf N. crassa. 
Erlauterung s. Abb. 1. 


Vergleich der Hemmwirkungen von Sulfonamiden: a2c4-Typ 


Fiir diesen zunachst logisch gefolgerten Hemmtyp wurden noch 
keine ganz eindeutigen Beispiele gefunden, doch dirften die Verlaufs- 
formen mit einigen Sulfonamiden am ehesten hierher zu zahlen sein. 
Abb. 5 zeigt den Hemmverlauf mit aquimolaren Sulfonamidkonzentra- 
tionen. Wahrend Marfanil nicht hemmt, gehéren die Verlaufsformen mit 
Eleudron (Sulfathiazol) und Eubasin eindeutig zum alc4-Typ, und die 
Hemmwirkungen von Methyl-Debenal und Marbadal lassen sich wohl 
auch noch zu diesem Typus zahlen. Die Conidienkeimung in Gegenwart 
von Debenal und Globucid ist sicher verzégert, so daB wir die Hemm- 
wirkungen dieser Substanzen zum a2c4-Typ zahlen miissen. Interessant 
ist, daB die Adaptation von N. crassa an die einzelnen Verbindungen ganz 
verschieden ist; obgleich der Organismus unter Marbadal in der a- und 
b-Periode sich wie unter Eleudron und Eubasin verhalt, wachst er in der 
c-Periode sehr viel langsamer. a- und b-Periode unter Methyl-Debenal 
sind gegentiber den gleichen Perioden unter Eleudron, Eubasin und 
Marbadal etwas verzégert, doch wachst das Mycel in der c-Periode 
schneller als unter Marbadal. Bei gleichem Anfangsverhalten adaptiert 
sich N. crassa in der c-Periode besser an Debenal als an Globucid. 









Abb 








(1959) 


% Hemmung —s— 






























Bd. 315 (1959) Horizontalwuchstest mit Newrospora crassa 5b 
ST Sve ae a Ae ae 
w— hes T’Narfanil E leudron” | /Eubasin Methyl-)? 7 
| | Yj / Debenal “Marbadal 
Pe | / 
250'— a z “a a Lal 
| ie Debenal 



























































200 225 


Stdn. —a— 


150 175 





100 


Abb. 5. Hemmwirkungen verschiedener Sulfonamide gleicher Konzentrationen 
* (3,5 uMol/ml Naéhrmedium) auf N. crassa. 


2. Analyse der Enthemmung 
Der Wirkungsantagonismus Sulfathiazol-Pteroinsaure 


Bei der partiellen Hemmung des Mycelwachstums durch Sulfathiazol 
in Abb. 6 liegt die Hemmstoff-Konzentration von 1 mg/m/ (Kurve I) an 
der oberen Grenze des Bereiches, in dem die Dosis-Zeit-Beziehung gerad- 
linig verlauft. Bei 150 mm Wuchsstrecke setzen wir AB = 100 und be- 
rechnen fiir die Kurven mit steigender Konzentration der enthemmenden 
Substanz Pteroinséiure aus den Strecken ihrer Schnittpunkte mit AB 
von B aus die Prozentwerte fiir die Enthemmung. Im Beidiagramm zeigt 
die Dosis-Zeit-Kurve II eine den Enzymsattigungskurven nach Micha- 
elis- Menten korrespondierende ideale Form. Unter dem Punkt C liest 
man auf der Abszisse einen der Michaelis-Konstanten korrespondierenden 
Wert von 4,5 y/ml = 1,44 x 10-5m ab. D.h., daB diese Pteroinsaure- 
konzentration das durch 1 mg/m/ = 3,5 x 10-8m Sulfathiazol partiell 
gehemmte Mycelwachstum um 50% enthemmt. Tragt man die rezi- 
proken Pteroinsiure-Konzentrationen gegen die reziproken Wirkung- 
(Enthemmung)-Prozente auf, so erhalt man eine Gerade (Kurve III), 
die durch den Koordinaten-Schnittpunkt geht. Beim Punkt C’ liest 
man den reziproken Wert des oben erwahnten Wertes ab. 
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Abb. 6. Enthemmwirkungen steigender Konzentrationen von Pteroinsaure auf die 
Wuchshemmung durch 1 mg Sulfathiazol/m/ bei N. crassa. 0: Ungehemmtes 
Wachstum; I: Wachstum mit 1 mg Sulfathiazol/m/. Bei den iibrigen Versuchen 
wurden auBerdem die jeweils in 7/m/ an den Kurven angegebenen Mengen Pteroin- 
sdure zugegeben. II: Dosis-Zeit-Kurve, II1: reziproke Werte von II. 


3. Mischtypen und atypischer Wachstumsverlauf 


Zuweilen ist der Wachstumsverlauf die Resultante zeitlich wech- 
selnder Reaktionen des Organismus auf Hemmsubstanzen. Jodessigsaure 
hemmt nach dem a2c4-Typ, d. h. N. crassa adaptiert sich in der b- und 
im ersten Teil der c-Periode an diese Verbindung. Mit 1,1 mg Jodacetat/ 
ml ermiidet diese Adaptation nach etwa 110 Stdn. (Kurve I in Abb. 7), 
und das Wachstum verlangsamt sich. Bernsteinsdiure hebt die Jodacetat- 
Hemmung auf, jedoch nur beim Mycelwachstum (b- und c-Periode), 
nicht bei der Conidienkeimung (a-Periode). Im letzten Teil der c-Periode 
verliert sich diese Enthemmung, so da Kurven I und 5—7 sich parallel 
verlaufend neigen. Citronensiure dagegen hemmt zusatzlich zur Jod- 
acetat-Hemmung gema8 den Kurven 8—12, und zwar bereits in der 
a-Periode, sodann systematisch in der b- und im ersten Teil der c-Periode. 
Im spateren Teil der c-Periode geht das Wachstum atypisch weiter. 
Solche Verlaufsformen sind nach der Dosis-Zeit-Beziehung nur bei etwa 
50 mm Wachstum auszuwerten und nach der Dosis-Wirkung-Beziehung 
bei etwa 90 Stdn. Wachstumsdauer. 


Diskussion 
Vom Beginn der Induktionszeit bis zum Ende des Mycelwuchses am 
anderen Rohrende ist N. crassa ein einheitlicher Organismus und steht 
unter dem EinfluB zeitlich und 6rtlich gleichbleibender Milieubedingun- 
gen, insbesondere gleicher Konzentrationen an Hemm- und Enthemm- 
substanzen. : 
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Abb. 7. Hemmwirkung von Jodacetat auf NV. crassa, enthemmende Wirkung von 

Succinat und zusatzliche Hemmung durch Citrat. 0: Ohne Zusatze; I: 1,1 mg Jod- 

acetat/ml; II: 0,25 mg Citrat/ml; IIT: 1,75 mg Succinat/ml. 1—13: Je 1,1 mg Jod- 

acetat/ml und 1: 0,25 mg, 2: 0,5 mg, 3: 0,75 mg, 4: 1,0 mg, 5: 1,25 mg, 6: 1,5 mg, 

7: 1,75 mg Na-Succinat/m/; 8: 0,025 mg, 9: 0,1 mg, 10: 0,175 mg, 11: 0,2 mg, 
12: 0,225 mg, 13: 0,25 mg Na-Citrat/ml. 


Die Stoffwechselvorginge wahrend der Conidienkeimung sind in 
einigen Reaktionen entweder prinzipiell oder nur graduell'* von denen 
waihrend des Mycelwuchses verschieden, denn gleiche Konzentrationen 
einiger Substanzen hemmen Conidienkeimung und Mycelwuchs verschie- 
den stark (2-Chlor-4-amino-benzoesaure, Abb. 1; 4-Athylenimino-buten- 
(1)-ol-(3), Abb. 4; — N. crassa-Conidien sind gegen Sulfanilamid emp- 
findlicher als Mycel!5, gegen Jodacetat dagegen weniger empfindlich'®). 
Die Verhaltensunterschiede von Conidien und Mycel kénnen auf Perme- 
abilitatsunterschieden gegeniiber den Hemmsubstanzen beruhen, doch 
wahrscheinlich sind sie Ausdruck von Intensitétsunterschieden der ge- 
hemmten Stoffwechselreaktionen. 

Vom beginnenden Mycelwuchs ab (b-Periode) reagiert der Organis- 
mus in dreifacher Weise auf Hemmsubstanzen: 


4 KE. L. Tatum u. A. C. Giese, Arch. Biochemistry 9, 15 [1946]. 

15 E. L. Tatum u. G. W. Beadle, Proc. nat. Acad. Sci. USA 28, 234 [1942]. 

16 F. J. Ryan, E. L. Tatum u. A. C. Giese, J. cellular comparat. Physiol. 
23, 83 [1944]. ‘ 
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1. Ein den Mycelwuchs limitierender StoffwechselprozeB wird, der 
Dosis direkt proportional, partiell blockiert und der Organismus kann 
weder den Block vermindern, noch wird er zunehmend geschadigt 
{[z. B. 2-Chlor-4-amino- benzoesdure, 4-Athylenimino-buten-(1)-ol-(3)]. 
Die primare Frage nach Permeabilitats- oder Reaktionsblock wird durch 
Variation des py des Nahrmediums innerhalb der oben erwaihnten Gren. 
zen zu klaren sein. 

2. Der Organismus verlangsamt in der c-Periode seinen Horizontal. 
wuchs zunehmend, als Ausdruck zunehmender Schadigung eines Stoff- 
wechselvorganges oder der Pérmeabilitat (abnorme Wasseraufnahme, 
Vacuolenbildung; z. B. Tridthylen-thiophosphorsaure-triamid, Abb. 2, 
und toxische Konzentrationen an p-Amino-benzoesaure). 

3. Der Organismus adaptiert sich in der b-Periode an die Hemm. 
substanz derart, daB in der c-Periode die Wuchsgeschwindigkeit normal 
oder nahezu normal wird. Dies ist die Folge einer Reaktions- und nicht 
einer Permeahilitatsveranderung (z. B. Sulfathiazol, Abb. 3, Jodacetat, 
Abb. 7, und andere Sulfonamide, Abb. 5). 


Uber Adaptationsprozesse ist viel Empirisches bekannt, doch wenig 
iiber die ihnen zugrunde liegenden Reaktionsmechanismen!. Der Ent- 
giftungs- und Adaptationsvorgang gegen Sulfonamide ist am besten 
untersucht. Er beruht im wesentlichen auf der Acetylierung einer enzy- 
matisch freigesetzten Aminogruppe!’. Bei VV. crassa geht die Adaptation 
an Sulfanilamid mit zunehmender Biosynthese von Coenzym A parallel, 
das nicht nur zur verstarkten Acetylierung der Fremdsubstanz, sondern 
auch zur erhéhten Biosynthese kérpereigener Stoffe, z. B. von Steroiden 
verwendet wird!®. DaB sich N. crassa an die chemisch verschiedenen 
Sulfonamide ganz unterschiedlich adaptiert, zeigt Abb. 5. Es bleibt zu 
untersuchen, ob dies nicht nur der Ausdruck unterschiedlicher Resorp- 
tion, sondern viel mehr unterschiedlich gehemmter enzymatischer Auf- 
spaltung der Sulfonamide unter der Wirkung ihrer ,,Seitenketten‘‘ oder 
partiell blockierter Biosynthese von CoA ist. 

Zur Aufklarung der Wirkungsweise von Hemmsubstanzen dienen 
aber neben dem Gesamtverhalten des Organismus (a- bis c-Periode) auf 
deren Gegenwart auch das Gesamtverhalten auf gleichzeitige Anwesen- 
heit von synergistisch oder antagonistisch wirkenden. Verbindungen. 
Diese wirken nun wieder in den a- bis c-Perioden qualitativ und quanti- 
tativ verschieden. So wird die Conidienkeimung durch Citrat zusatzlich 
zur Hemmung durch Jodacetat gehemmt, wahrend Succinat die durch 
Jodacetat gehemmte Conidienkeimung nicht enthemmt, wohl aber den 
gehemmten Mycelwuchs (Abb. 7). Ganz eindeutig zeigt sich der Anta- 
gonismus Sulfathiazol—Pteroinsaiure in Abb. 6 zunachst qualitativ be- 
trachtet als ,,Linksverschiebung“ der Wuchskurven. 

17 F. Lipmann, J. biol. Chemistry 160, 173 [1945]; N. O. Kaplan u. 


F. Lipmann, J. biol. Chemistry 174, 37 [1948]. 
18 K. V. Rajagopolan u. P.S. Sarma, Biochem. J. 69, 53 [1958]. 
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Qualitative Aussagen iiber Hemmungs- und Enthemmungsvorgange 
geniigen meist nicht zur Klaérung ihrer Wirkungsmechanismen. Die 
Grundlage fiir quantitative Aussagen ist aber, daB das Gesamtverhalten 
des Organismus in den a- bis c-Perioden durch Blockierung oder Freigabe 
eines Enzymsystems in gesetzmaBiger Weise beeinfluBt wird. Nach 
den Beispielen in den Abb. 1—4 und 6 ist dies der Fall. Die verschiedenen 
Verhaltensweisen des Organismus ergeben mehrere Verlaufstypen der 
Wuchskurven, die sich in die im vorherigen Abschnitt beschriebenen 
Gruppen alcl bis alc4 und a2cl bis a2c4 einteilen und nach einheitlichem 
Plan graphisch analysieren lassen. 


Zusammenfassung 


1. Die Verlaufsformen der Wuchshemmung von Neurospora crassa im 
Horizontalwuchstest durch Cytostatika (Agonisten) werden in Hemm- 
typen eingeteilt. 

2. Die graphische Auswertung dieser Verlaufsformen nach einheitlichem 
Plan ergibt charakteristische und gesetzmaBige Dosis-Zeit- bzw. Dosis- 
Wirkung-Beziehungen. 

3. Ebenso charakteristisch und gesetzmaBig verlaufen auch die Ent- 
hemmungen durch kompetitive oder nichtkompetitive Antagonisten. 


Summary 


1. In a horizontal growth test, the forms of growth inhibition of 
Neurospora -crassa by cytostatica (agonists) are divided into inhi- 
bition types. 

2. The graphic evaluation of these courses of inhibition follows a standard 
plan and yields characteristic and reproducible dose-time and dose- 
action relationships. 

3. The release of inhibition by competitive and non-competitive antagon- 
ists follows an equally characteristic and regular course. 
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Der Wirkungsantagonismus Sulfathiazol-Folsiuregruppe 
bei Neurospora crassa* 


Von 


H. M. Rauen, G. Hess und J. Mechery 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Miinster 


(Der Schriftleitung zigegangen am 17. Dezember 1958) 


Neurospora crassa ist zur Biosynthese des enzymatischen Komple- 
ments des Transformylase-Systems!?(CoF**) befahigt, denn zum Wachs. 
tum bendtigen die Wildstémme auBer anorganischen Salzen, einer N- 
Quelle (NO,-N oder NH,-N) und einer C-Quelle (Saccharose, Glucose) 
nur Biotin?, aber weder Pab noch eine der Substanzen der Folsaure- 
gruppe***. Sulfonamide hemmen das Wachstum, wobei die Conidien- 
keimung empfindlicher reagiert als das Mycelwachstum‘, und Pab ent- 
hemmt wieder, in Ubereinstimmung mit der Theorie von Woods®*, 

Da sich der Horizontalwuchstest mit N. crassa’ zur quantitativen 
Hemmungsanalyse eignet®, wurden mit ihm die enthemmenden Wirkun- 
gen von Pab, Pab-Glu und Angehérigen der Folséiuregruppe auf das 
durch Sulfathiazol partiell gehemmte Wachstum des Wildstammes 
3177-4A verglichen, um Anhaltspunkte fiir den Reaktionsverlauf der 
Biosynthese von CoF zu erhalten. 


* Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft, der 
Research Corporation, New York, und der Gesellschaft zur Férderung 
der Westfalischen Wilhelms-Universitat Miinster. 

** Es werden folgende Abkiirzungen gebraucht: CoF = enzymat. Komple- 
ment des Transformylase-Systems, Pab = p-Amino-benzoesaure, Glu = L(-+-)-Gluta- 
minsaure, Pab-Glu = p-Amino-benzoy]-L(-+-)-glutaminséure, Pts = Pteroinsaure, 
10-CHO-Pts = 10-Formyl-pteroinsiure (Rhizopterin), Ptgs = Pteroylglutamin- 
siure, 5-CHO-PtgsH, = 5-Formy1-5.6.7.8-tetrahydro-pteroylglutaminsaure (Citro- 
vorum-Faktor, synthet. Racemat: Leukovorin), 10-CHO-Ptgs = 10-Formy]-pteroyl- 
glutaminsaure. 

*** Hierunter werden alle Verbindungen mit dem Grundgeriist Pteridin-Pab- 
Glu verstanden. 

1 J. M. Buchanan u. D. W. Wilson, Federation Proc. 12, 646 [1953]; 
G. R. Greenberg, J. Amer. chem. Soc. 76, 1458 [1954]; Federation Proc. 18, 221 
[1954]; A. Wacker, H. Grisebach, A. Trebst u. F. Weygand, Angew. Chem. 
66, 326 [1954]. 

? F. Weygand, A. Wacker, A. Trebst u. O. P. Swoboda, Z. Natur- 
forsch. 11b, 689 [1956]. 

3 K. T. Butler, W. J. Robbins u. B. O. Dodge, Science [New York] 94, 263 
[1941]; G. W. Beadle u. FE. L. Tatum, Proc. nat. Acad. Sci. USA 27, 499 [1941]. 

4K. L. Tatum u. G. W. Beadle, Proc. nat. Acad. Sci. USA 28, 234 [1942]. 

5 D. D. Woods, Brit. J. exp. Pathol. 21, 74 [1940]; D. D. Woods u. P. Fil- 
des, J. Soc. chem. Ind. 18, 133 [1940]. 

®§ D. D. Woods, Ann. Rev. Biochem. 16, 616 [1947]. 

7 F. J. Ryan, G. W. Beadle u. E. L. Tatum, Amer. J. Bot. 30, 784 [1943]. 
8 H. M. Rauen, G. Hess u. J. Mechery, diese Z. 315, 46 [1959], vorstehend. 
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Bei den erfolgreichen Versuchen, mit der Mutanten-Methode Stoffwechsel- 
vorginge aufzuklaren, insbesondere Einblicke in die Biosynthese der B-Vitamine 
zu erhalten®, erstaunte es, daB sich keine stabile Mutante finden lieB, die eine der 
stabilen Substanzen der Folsiuregruppe zum normalen Wachstum bendtigt!®. Wir 
kennen nur einige stabile Pab-benétigende Mutanten von N. crassa, von denen drei 
genetisch eingehend untersucht sind", mit den Genbezeichnungen und Isolierungs- 
nummern: pab-1, 163341912, pab-2, H 193213 und pab-3, 713011912, Bei keiner 
dieser Mutanten lieB sich Pab durch eine der stabilen Folsauren als Wuchsfaktor 
ersetzen™, Bei einer weiteren pab-Mutante, 8043 M, konnten Ptgs, Methionin oder 
p-Toluidin an die Stelle der Pab treten’®. 


Methodik 


Verwendete Substanzen*: Pab, Pab-Glu, Ptgs und 10-CHO-Ptgs (Hoff- 
mann-La Roche AG, Grenzach**). Pts, Leukovorin (Lederle Cyanamid Co., Miin- 
chen bzw. Pearl River, N.Y.**). Rhizopterin (Merck, Sharp & Dohme, New 
Jersey**). Sulfathiazol (Farbenfabriken Bayer, Wuppertal**). 

Versuche zur Isolierung von Ptgs-Mutanten: Nach der iiblichen 
Vorschrift?® wurden fiinf Tage alte Conidien des Wildstammes 3178-2a in steriler 
wiBr. Suspension mit 550 r bestrahlt und diese auf fiinf Tage alte Mycelrasen des 
Wildstammes 3177-4A mit reichlich Perithecien, die auf Westergaard-Mitchell- 
Medium!* wuchsen, aufgespriiht!’?. Zwischen dem 11. und 17. Entwicklungstage 
wurden die Ascosporen auf Agar-Minimal-Medium ausgestreut und nach 8—12- 
stdg. Auskeimen mutmaBliche Mutanten mit einer Lanzette unter dem Praparier- 
Mikroskop entnommen und nach Beadle und Tatum getestet!®. Unter etwa 2000 
Isolierungen befanden sich die iiblichen morphologischen und biochemischen Mu- 
tanten, jedoch keine, die Ptgs zum Wachstum bendtigte. 

Horizontalwuchstest: Die Hemmwirkung von Sulfathiazol auf das 
Wachstum von N. crassa im Horizontalwuchstest4 wurde in der vorhergehenden 
Arbeit als alc4-Hemmtyp beschrieben (s. |. c.8, Abb. 3), ebenso eine Verlaufsform 
der Enthemmung mit Pts (s. 1. c.8, Abb. 6). Hier untersuchten wir die Verlaufs- 
formen der Enthemmungen mit den oben genannten Substanzen bei 0,8, 1,0 und 
1,3 mg Sulfathiazol/ml. 


Ergebnisse 


Alle hier untersuchten Verbindungen heben die Sulfathiazol-Hem- 
mung prinzipiell auf, doch in graduell sehr verschiedenem Ma. Keine 
enthemmt im Bereich der experimentell méglichen Konzentrationen voll- 
stiindig. Die Kurven der Dosis-Zeit-Beziehungen fiir eine festgesetzte 
Wuchsstrecke nahern sich bei diesen Verbindungen mit Ausnahme des 


* Abkiirzungen s. Anmerkung ** S. 60. 
** Den genannten Firmen sowie Frau Dr. Lotte Ludwig, Hamburg, und 
Herrn Dr. E. L. R. Stokstad, Pearl River (New York) danken wir fiir die Zuwen- 
dung der oben erwahnten Substanzen. 
® s.z.B. P. Karlson, Ergebn. Enzymforsch. 11, 85 [1954]. 
10 G. W. Beadle u. E. L. Tatum, Amer. J. Bot. 32, 678 [1945]. 
11s, R. W. Barratt, J. Newmeyer, D. D. Perkins u. L. Garnjobst. Ad- 
vances in Genetics 6, 1 [1954]. 
12 KE. M. Zimmer, Thesis, Stanford University 1946. 
13 F, P. Hungate, Thesis, Stanford University 1946. 
14D. D. Woods, Oxford, persénl. Mitteilung. 
15 B. L. Strehler, J. Bacteriol. 59, 105 [1950]. 
16 M. Westergaard u. H. K. Mitchell, Amer. J. Bot. 34, 573 [1947]. 
17 J. Lein, H. K. Mitchell u. M. B. Houlahan, Proc. nat. Acad. Sci. USA 
84, 435 [1948]. 
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Rhizopterins asymptotisch einem Grenzwert unter 100. Sulfathiazo! 
muB also auBer dem Enzymsystem, das Pab produziert oder sie zu Syn. 
thesen weiter verwendet, noch ein anderes partiell blockieren. 

Im einzelnen wurden folgende weitere Beobachtungen gemacht: 

p-Amino-benzoesaure: Die héchste Konzentration des Versuchs 
der Abb. la, 0,26 y Pab/ml, enthemmte 81%, 0,9 y/ml in einem anderen 
Versuch (1 mg Sulfathiazol/ml) 87%. 1—10y/ml enthemmten nicht 
starker. 100—1000 y/ml hemmten zusatzlich zur Sulfathiazolhemmung. 
In diesen Ansatzen entstand durch die Stoffwechselwirkungen des wach. 
senden Mycels aus der Pab ein orangerotes Pigment, das bereits frither 
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Abb. 1. Die Enthemmwirkung von a) p-Amino-benzoesaure (Pab) und b) p-Amino- 


benzoyl-glutaminsaure (Pab- Glu) bei der Wuchshemmung durch verschiedene | 


Sulfathiazol- Konzentrationen im Horizontalwuchstest mit Neurospora crassa. 


Abszisse: Konzentrationen der enthemmenden Substanzen in Mol/ml Nahrmedium. 


Die Ansatze enthielten 0,8 (@), 1,0 (O) bzw. 1,3(0) mg Sulfathiazol/ml. 


beschrieben wurde!®. Die enthemmende Wirkung gleicher Pab-Konzen- 
trationen ist, unabhangig von der Sulfathiazol-Konzentration, etwa 
gleich, d. h. die Enthemmung verlauft nicht kompetitiv. 


p-Amino-benzoyl-glutamat: Die enthemmenden Wirkungen 


gleicher Substanzmengen bei steigenden Sulfathiazol-Konzentrationen | 


fallen ab, so da8 die Kurven (Abb. 1b) in der genannten Reihenfolge 
untereinander liegen. Hier verlauft die Enthemmung also kompetitiv. 
60 y Pab-Glu/ml bei 1 mg Sulfathiazol/m/ enthemmten zu 84,7%, 100 
zu 90,5% und 200 y nicht starker als 100 y. 


Pteroinsadure (Abb. 2): Gleiche Mengen enthemmten mit steigen- 
der Sulfathiazol-Konzentration ganz deutlich starker, ein Zeichen der © 
nichtkompetitiven Enthemmung. Die stirkste enthemmende Wirkung © 


bei 1,3 mg Sulfathiazol/m/ betrug 91,5%, bei 1,0 mg/ml 79%. 
18 J. KE. Cushing u. E. B. Reid, J. Bacteriol. 55, 551 [1948]; E. B. Reid, 
E. G. Pritchett u. J. E. Cushing, J. biol. Chemistry 199, 443 [1952]. 
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shiazol | Rhizopterin (Abb. 2): Als einzige Verbindung enthemmte sie nach 
u Syn.} einem anderen Typus. Die Kurven laufen nahezu linear schwach anstei- 

gend, und die enthemmende Wirkung ist unabhangig von der Sulfathia- 
t: zol-Hemmung. Die héchst erreichbare Enthemmung betrug 62%. 
‘suchs 
deren = ——<—» ABER S Pere ae SESS Se STE 

nicht A Le ; 
nung} s ae 
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Abb. 2. Die enthemmende Wirkung von Pvteroinsdure (Pts) und Rhizopterin 
(10-CHO-Pts). Erlauterung s. Abb. 1. 
Pteroylglutaminsaure (Abb. 3a): In niedrigen bis mittleren 
Konzentrationen enthemmten gleiche Ptgs-Mengen starker mit steigen- 
der Sulfathiazol-Hemmung, ahnlich wie bei der Pts. Mit 71% war die 
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olge Abb. 3. Die enthemmende Wirkung von a) Pteroylglutaminsaure (Ptgs), 10-Formyl- 
tiv. | pteroylylutaminsaure (10-CHO-Ptgs, oberste Kurve ©, mit 1 mg Sulfathiazol/ml) 
Oy | und b) Leukovorin (5-CHO-PtgsH,). Erlauterungen s. Abb. 1. 


| héchste Enthemmung bei 1,3 mg Sulfathiazol/m/ erreicht, wihrend sich 


en- | bei 1,0 und 0,8 mg/ml die enthemmenden Wirkungen mit steigender 
der © : . 
_ Ptgs-Konzentration noch erhéhten. 
sens 10-Formyl-pteroylglutaminsaure (Abb. 3a): Dieser Versuch 
_ wurde nur mit 1,0 mg Sulfathiazol/m/ durchgefiihrt. Bei grundsatzlich 
iq. _ analoger Verlaufsform der Enthemmung erreichte man friiher als mit 


_ Ptgs eine héhere Enthemmung von maximal 85%. 
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Leukovorin: Abb. 3b zeigt den von der Sulfathiazol-Hemmuny 
nahezu unabhangigen, d. h. nichtkompetitiven Verlauf der Enthem. 
mung. Héchste enthemmende Wirkung: 83%. 

Alle Verbindungen mit Ausnahme von Rhizopterin ergeben also 
exponentiell verlaufende Dosis-Wirkung-Beziehungen, Rhizopterin da. 
gegen eine lineare. Zum Vergleich der Dosen, die gleiche enthemmend 
Wirkungen ausiiben, liest man bei den Kurven der Ansatze mit 1 mg 
Sulfathiazol/m/ fiir 50% Enthemmung auf den Abszissen die zugeh6rigen 
Dosen ab. Die Tabelle zeigt das Ergebnis. 


Vergleich der Konzentrationen an enthemmenden Verbindungen, die die Wuchs. 
hemmung durch 1 mg Sulfathiazol/m/ bei N. crassa im Horizontalwuchstest um 

















50% vermindern. 
9 Relative 
10° Mol/ml Wirkung 
»- Amino-benzoesiure ........... : 0,34 1000 
5-Formy]1-5.6.7.8-tetrahydro-pteroy on iure 
(Leukovorin). ........... > 7,5 45,5 
BaINSIEONINO ern Ge fees 5, gs eo 8) 15 22,7 
p-Amino-benzoylglutaminsiure . ........ 18 18,9 
10-Formyl-pteroylglutaminséure .... . i. 160 2,13 
10-Formy]l-pteroinséure (Rhizopterin) . . . .. . 180 1,89 
Pteroylglitaminsiure .... 1... 0... we 220 1,54 


Das synthetische Leukovorin ist ein Racemat (Asymmetriezentrum 
an C-6), von dem nur eine Komponente bei Leuconostoc citrovorum 8081 
wuchsférdernd ist. Unter der Annahme, daB dies auch fiir N. crassa 
zutrifft, sind in 15x 10-*m Leukovorin, die 50% enthemmen, 
7,5 10-® Mol/ml aktive Verbindung enthalten. 


Diskussion 


Bei den meisten zur Biosynthese von CoF befahigten Mikroorganis- 
men besteht die einzige Funktion von Pab darin, Ausgangspunkt dieser 
Reaktionsfolge zu sein!®. Der erste Reaktionsschritt ist entweder a) Pab 
+ Glu-— Pab-Glu oder b) Pteridin (bzw. Vorstufe) + Pab— X (Pts. 
Derivat ?). Im Falle a) miiBte Pab-Glu bei Pab-bendtigenden Mikro- 
organismen ebenso wuchsfordernd oder noch wirksamer sein als Pab 
und bei Pab-nichtbendtigenden Organismen wirksamer sein in der 
(nichtkompetitiven) Enthemmung des durch Sulfonamide blockierten 
Wuchses. 

Bei N. crassa ist Pab-Glu sehr viel weniger wirksam als Pab in der 
Uberwindung der Hemmung durch Sulfathiazol, eine Beobachtung, die 
mit anderen an fast allen Einzellern iibereinstimmt. 


19 D. D. Woods, in G. E. W. Wolstenholme u. M. P. Cameron, Chemistry 
and Biology of Pteridines, J. & A. Churchill, London 1954. 


| Bd. 3 





Sulfa 


Reak 
nach 
prior 
Bios: 


Verb 
Fiir | 


als V 
same 
fiihrt 
einh¢ 
butyl 
kom) 
schw 
taru 


| Ptgs 
CoF 


[1944 
[194¢ 
K. A 
Smit 
Natu 


[1957 
im D 





(1959) 


mung! 
them. 


1 also 
n da. 
nende 
1 mg 
rigen 


Vuchs. 
st um 





hive 
ung 





| Bd. 315 (1959) Antagonismus Sulfathiazol-Folsauregruppe 65 


Pab-Glu beseitigt nur bei einem bestimmten Stamm von Streptococ- 
cus plantarum 108 die Wuchshemmung durch Sulfanilamid wirksamer als 
Pab?°, dagegen nicht bei anderen Bakterien*!-*%. An Lactobacillus ara- 
binosus z. B. zeigt Pab-Glu nach 20 Stdn. Inkubation 25%, nach 
64 Stdn. 77% der Wuchswirkung von Pab, enthemmt aber wirksamer 
als Pab die Toxizitat geringer Konzentrationen von Sulfapyridin?*4, 
Bei Escherichia coli, Clostridium acetobutylicum, Streptococcus pyogenes, 
Diplococcus pneumoniae I verhindert dagegen Pab besser die Bakterio- 
stase durch Sulfanilamid als Pab-Glu”*. Analoge Beobachtungen wurden 
auch mit Sulfapyridin bei D. pneumoniae III, S. haemolyticus A und mit 
Sulfadiazin bei S. faecalis Ralston* und S.zymogenes 26Cl gemacht?®, 


Nach diesen Befunden diirfte es nahezu sicher sein, daB der erste 
Reaktionsschritt bei allen Mikroorganismen, auch bei N. crassa, nicht 


' nach a) verlauft, sondern méglicherweise nach b), wenn auch nicht a 
_ priori angenommen werden darf, daB bei allen Mikroorganismen die CoF- 


Biosynthese nach dem gleichen Schema verlauft. 

Abgesehen von 5-CHO-PtgsH, ist Pts nach Pab die nachst wirksame 
Verbindung, die nichtkompetitiv die Sulfathiazol-Hemmung tiberwindet. 
Fiir sie gelten jedoch die gleichen Uberlegungen wie fiir Pab-Glu. 

Die in der Natur nicht vorkommende Pts ersetzt Ptgs vollstandig 
als Wuchsstoff bei S. faecalis R.2° und ist bei L. arabinosus sogar wirk- 
samer als die letztere**. Eine gewaschene Suspension von S. faecalis R. 
fihrt Pts in ein Ptgs-Derivat tiber?’. Die Pts-Wirkung ist jedoch nicht 
einheitlich bei allen Mikroorganismen. Bei Cl. tetanomorphum, Cl. aceto- 
butylicum und einem Stamm von S. aureus wirkt Pts als starker nicht- 
kompetitiver Antagonist von Sulfonamiden, ist aber inaktiv bzw. wirkt 
schwach kompetitiv bei S. faecalis Ralston, L. arabinosus und L. plan- 
tarum?*2628 Auch kénnen Suspensionen von Mycobacterium avium keine 


| Ptgs aus Pts + Glu synthetisieren**. Obgleich einige Mikroorganismen 
CoF aus Pts bilden kénnen, scheint es kein generelles Intermediarprodukt 


anis- 
ieser 
Pab 
(Pts- 
ikro- 
Pab 
der 
rten 


. der 
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istry 


20 K. Auhagen, diese Z. 277, 197 [1942 

21 Th. Wagner-Jauregg u. W. H. Wagner, Z. Naturforsch. 1, 229 [1946]. 

22 R. J. Williams, J. biol. Chemistry 156, 85 [1944]. 

23 J. O. Lampen u. M. J. Jones, J. biol. Chemistry 170, 133 [1947]. 

24H. P. Sarett, J. biol. Chemistry 171, 265 [1947]. 

25 QO. H. Johnsen, D. E. Green u. R. Pauli, J. biol. Chemistry 158, 37 
[1944]. 

26 J.O. Lampenu. M. J. Jones, J. biol. Chemistry 164, 485 [1946]; 166, 435 
[1946]. 

27 J. H. Stokes u. A. Larsen, J. Bacteriol. 50, 219 [1945]. 

28 Bs H. Nimmo-Smith u. D. D. Woods, J. gen. Physiol. 2, X [1948]; 
K. A. Sims u. D. D. Woods, J. gen. Microbiol. 4, II [1950]; R. 4 Nimmo- 
Smith, Dissertat., Oxford 1951; E. F. Moller, F. Weygand u. A. Wacker, Z. 
Naturforsch. 4b, 100 [1949]. 

29 N. Katunuma, T. Shoda u. H. Noda, J. Vitaminol. [Nagoya] 3, 77 
[1957], zit. nach D. D. Woods, Resumees IV. Int. Congr. Biochem., Wien 1958 
im Druck. 

* Ist nicht identisch mit S. faecalis R. (Roger). 
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der CoF-Biosynthese zu sein. Dies diirfte auch fiir N. crassa zutreffen,| 
doch steht Pts einem normalen Intermediarprodukt der CoF-Biosyntheg | 


sehr nahe, woftir neben der starken nichtkompetitiv enthemmenden Wir. 
kung auch der merkwiirdige Kurvenverlauf der Enthemmungsversuche 
(Abb. 2) spricht. Dieses Intermediarprodukt ist nicht mit dem 10-Formyl. 
derivat von Pts, dem Rhizopterin, identisch. Dies zeigt seine viel gerin. 
gere enthemmende Wirkung und der im Vergleich zu den anderen unter. 
suchten Substanzen atypische Verlauf des Enthemmungsversuches. 

Zuerst aus einer Kulturlésung von Rhizopus nigricans isoliert*®, ist 
10-CHO-Pts nur fiir S. faecalis R. Wuchsfaktor und als solcher 30mal 
wirksamer als Ptgs, doch inaktiv bei J. casei und anderen Mikroorganis. 
men?!, 

Analog der Pts ist auch Ptgs kein normales Intermediarprodukt der 
CoF-Biosynthese bei N. crassa und steht dazu einem solchen chemisch 
noch ferner als Pts, denn Ptgs ist die zur Enthemmung am wenigsten 
wirksame der untersuchten Verbindungen, und die Enthemmung ver. 
lauft kompetitiv. 





Auch diese Folgerung stimmt mit Beobachtungen an anderen Mikro. | 
organismen tiberein!®, obgleich einige unter ihnen Ptgs sehr viel leichter 
in CoF iiberfiihren kénnen als NV. crassa. FE. coli und L. arabinosus, bei 
denen Ptgs nicht die Sulfonamidhemmung beseitigt®*, bauen Ptgs-14C-2 
nicht in intracellulare Ptgs ein, wihrend dies L. plantarum (Ptgs ent. 
hemmt die Sulfonamidhemmung), ferner S. faecalis R. und Enterococcus 
stei tun®. (Die Wuchswirkung von Ptgs im Vergleich zu Pts, Pab-Glu, 
Pab u.a. bei S. faecalis R., L. arabinosus und S. plantarum 108 vzgl. 
1. c.2326), Organismen, die Ptgs als Wuchsfaktor benétigen, sind bei 
hdheren Konzentrationen von Ptgs sulfonamidresistent?, doch nicht bei 
Konzentrationen, die gerade eben den Wuchs ermdglichen**, 


Die nichtkompetitive Reversion der Sulfonamidhemmung durch 
Ptgs bei einigen Mikroorganismen zeigt, daB Ptgs ein normales Inter. | 
mediarprodukt der CoF-Biosynthese zwar ersetzen kann, doch betriacht- | 
lich weniger ausgenutzt wird als Pab?. Diese Ersatzreaktion beruht nicht 
auf der Spaltung von Ptgs in ihre Bestandteile und der Wiederverwen- 
dung von Pab vom ersten Reaktionsschritt an. Beriicksichtigt man noch 
den Extremfall, daB Pab-benétigende #.coli-Mutanten nicht auf Ptgs 
ansprechen*, dann bestehen bei den bis jetzt untersuchten Mikroorganis- 





30 FE. L. Rickes, L. Chaiet u. J. C. Keresztesy, J. Amer. chem. Soc. 69, | 
2749 [1947]. 

31 M. Gordon, J. M. Ravel, R. E. Eakin u. W. Shive, J. Amer. chem. Soe. 
70, 878 [1948]. 

32 R. Tschesche, K.Soehring u. K. Harder, Z. Naturforsch. 2b, 244 [1947]. 

33K. E. Snell u. H. K. Mitchell, Arch. Biochemistry 1, 93 [1942]; R. H. 
Nimmo-Smith, zit. nach l. c.6; W. Shive u. E. C. Roberts, J. biol. Chemistry 
162, 463 [1946]. 

34 J. O. Lampen, R. R. Roepke u. M. J. Jones, J. biol. Chemistry 164, 
789 [1946]. 
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men alle Ubergange vom voll- und gleichwertigen Ersatz von Pab durch 
Ptgs bis zur teilweisen oder fehlenden Verwendung von Ptgs. 

N. crassa gehért demnach zur Gruppe der Mikroorganismen, die Ptgs 
nur schwer in CoF iiberfiihren kénnen. Ihnen fehlt ein in anderen Mikro- 
organismen, in Pflanzen, Végeln und Saugetieren vorhandenes Enzym- 
system ganz oder teilweise, das den Pteridinring partiell hydrieren kann. 

Das CoF von N. crassa ist noch nicht genau bekannt (Untersuchun- 
gen mit J. Mechery), doch diirfen wir annehmen, da8 es ein Derivat der 
tetrahydrierten Pteroyl-polyglutaminsaure ist. Aus Cl. sticklandii wurden 
6 Faktoren angereichert, die Polyglutamate von Pteridinen sind, und 
z.T. noch andere Aminosdéuren und Pentose + Phosphat enthalten*®. 
Hierdurch sind altere Beobachtungen iiber eine ,,gebundene Form“ von 
natiirlichen Pteroiden bestiatigt®®. Enterococcus stet fihrt Ptgs-'4C-2 in 
5-CHO-Pt(gs),H, mit mindestens 3 Glutamatresten tiber®’. 

Die Primarreaktion des mehrstufigen Vorgangs Ptgs—- CoF bei den 
Ptgs verwertenden Organismen ist wahrscheinlich: Ptgs— PtgsH,, die 
folgende Reaktion PtgsH, — PtgsH ,3* °°. Es ist aber nicht ausgeschlossen, 
daB Ptgs primar an N-10 formyliert wird, wie wir dies friiher fiir das 
héhere Saéugetier annahmen?®, und daB 10-CHO-Ptgs dann sekundar 
hydriert wird. Fiir alle zur Reaktion Ptgs — PtgsH, — PtgsH, befahigten 
Mikroorganismen ist Aminopterin ein starker Wuchsinhibitor. Dieser und 
andere Folsiure-Antagonisten blockieren die Reaktion PtgsH, -- PtgsH,. 
Auch die (unver6éffentlichte) Beobachtung, daB N. crassa gegen Amino- 
pterin nahezu resistent ist, spricht dafiir, daB es die obige Reaktion nur 
schwer durchfiihren und dadurch Ptgs kaum verwenden kann. 

Die CoF-Biosynthese bei N. crassa verliuft auch nicht primar tiber 
die 10-CHO-Ptgs, denn diese ist nur wenig wirksamer als Ptgs in der 
Uberwindung der Sulfathiazol-Hemmung. 

10-CHO-Ptgs wurde zuerst chemisch dargestellt und ist bei S. fae- 
calis R. und L. casei ebenso wuchswirksam wie Ptgs, doch 30mal wirk- 


35 B. E. Wright,: Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 16, 165 [1955], 
Federation Proc. 14, 308 [1955]; J. Amer. chem. Soc. 77, 3930 [1955]; J. biol. 
Chemistry 219, 863, 873 [1956]. 

36 |. 8. Dietrich, W. J. Mouson, H. Gwoh u. C. A. Elvehjem, J. biol. 
Chemistry 194, 549 [1952]; V. M. Doctor u. J. R. Couch, J. biol. Chemistry 200, 
223 [1953]; C. H. Hill u. M. L. Scott, J. biol. Chemistry 196, 189 [1952]; J. J. 
Pfiffner, D. G. Calkins, E.S. Bloom u. B. L. O’ Dell, Science [New York] 102, 
228 [1945]; B. L. Hutchings, E. L. R. Stokstad, N. Bohonis, N. H. Sloane 
u. Y. Subbarow, J. Amer. chem. Soc. 70, 1 [1948]; L. E. Ericson, Ark. Kemi 
6, 504 [1953]. 

37 A. Wacker, M. Ebert u. N. Kolm, Z. Naturforsch. 13b, 141 [1958]. 

38 B. E. Wright u. M. L. Anderson, J. Amer. chem. Soc. 79, 2027 [1957]; 
B. E. Wright, M. L. Anderson u. E. C. Herman, J. biol. Chemistry 280, 271 
[1958]; S. Futterman, J. biol. Chemistry 228, 1031 [1957]; 8. F. Zakrzewski u. 
(. A. Nichol, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 27, 425 [1958]. 

39 M. J. Osborn u. F. M. Huennekens, J. biol. Chemistry 233, 969 [1958]. 

40 H. M. Rauen u. L. Jaenicke, diese Z. 298, 46 [1953]; s. hierzu 1. ¢.5® 
S. 973. , 
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samer in der Uberwindung der Wuchshemmung durch 7-Methyl-Ptgs bei 
S. faecalis R.*!. Sie entsteht auch enzymatisch aus Ptgs durch Schweine. 
leberenzyme* nach einem gekoppelten, mehrstufigen Reaktionsschema, 
das die gleichzeitige oxydative Aufspaltung einer zweiten Ptgs-Molekel 
einbezieht4’. 

Nach Pab ist das eine der beiden in Leukovorin enthaltenen Dia. 
stereomeren von 5-CHO-PtgsH, am wirksamsten, enthemmt nichtkom. 
petitiv und steht somit dem CoF von JN. crassa chemisch am nachsten, 
Es wird leichter in die ,,gebundene Form“ tibergefiihrt als das inter. 
mediare Derivat von Pts. : 

Aus den vorliegenden Befunden mit der Hemmungsanalyse ergibt! 
sich also fiir die CoF-Biosynthese bei NV. crassa, daB die Ausgangssub. 
stanz Pab zuerst in eine der Pts nahestehende Verbindung, vermutlich 
PtsH, oder PtsH,, tibergefiihrt wird, die dann in zweiter Reaktion in die 
Monoglutamatform oder die ,,gebundene Form“ tibergeht, doch ohne 
intermediaér die oxydierte Pteridinring-Konfiguration zu durchlaufen. 
Die Pts-Stufe wird leicht, die Ptgs-Stufe dagegen schwer hydriert, wobei 
die Hydrierungsreaktion nicht durch Anwesenheit von Sauerstoff ver- 
hindert wird, denn JN. crassa ist obligater Aerobier. 


Zusammenfassung 


Im Horizontalwuchstest mit Neurospora crassa enthemmen p. 
Amino-benzoesaure, p-Amino-benzoyl-glutaminsaure, Pteroinsaure, Rhi- 
zopterin, Pteroylglutaminséure, 10-Formyl-pteroylglutaminsaéure und 
Leukovorin die partielle Wuchshemmung durch Sulfathiazol unter ver- 
gleichbaren Bedingungen sehr verschieden. Fiir den Verlauf der noch 
unbekannten Biosynthese des enzymatischen Komplements des Trans- 
formylasesystems bei NV. crassa er gebe n sich aus dem Vergleich der Ent- 
hemmwirkungen folgende Anhaltspunkte : 

1. Der erste Syntheseschritt diirfte in der Bildung eines Derivates der 
Pteroinsaéure bestehen und nicht in der Bildung von p-Amino-benzoyl- 
glutaminsaure. 

2. Da das eine Diastereomere von Leukovorin und die Pteroinséure am 
wirksamsten sind, liegt dieses erste Intermediirprodukt wahrschein- 
lich in der hydrierten Form vor. Es ist nicht mit Rhizopterin identisch. 


3. Weder Pteroylglutaminséure noch 10-Formyl-pteroylglutaminsaure 
sind normale Zwischenprodukte dieser Biosynthese. 

41 M. J. Gordon, M. Ravel, R. E. Eakin u. W. Shive, J. Amer. chem. Soc. 
70, 878 [1948]. 

42H. M. Rauen u. W. Stamm, diese Z. 289, 201 [1952]; H. M. Rauen, W. 
Stamm u. K.-H. Kimbel, diese Z. 289, 80 [1952]; H. M. Rauen, H. Waldmann 
u. M. Buchka, diese Z. 288, 10 [1951]; H. M. Rauen, Biochem. Z. 328, 562 [1957]. 

43H. M. Rauen, Z. Naturforsch. 13b, 45 [1958]; H. M. Rauen u. G. Brend- 
ler, ebenda 13b, 730 [1958]; H. M. Rauen, M. Rauen-Buchka u. G. Hess, 
diese Z. 313, 37 [1958]. 
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Summary 


The partial inhibition of growth caused by sulphathiazol in the 
horizontal growth test with Newrospora crassa is prevented very differ- 
ently by p-amino benzoic acid, p-amino benzoylglutamic acid, pteroic 
acid, rhizopterin, pteroylglutamic acid, 10-formyl-pteroylglutamic acid 
and leucovorin under comparable conditions. For the still unknown 
biosynthetic pathway of the enzymatic complement of the transfor- 
mylase system in N. crassa, the comparison of these releases of inhibition 
gives the following clues: 

1. The first step in the synthesis seems to be the formation of a derivative 
of pteroic acid and not the formation of p-amino benzoylglutamic acid. 

2. Since pteroic acid and one of the diastereoisomers of leucovorin are the 
most active compounds, this first intermediary product is probably 
present in the hydrogenated form. It is not identical with rhizopterin. 

3. Neither pteroyl glutamic acid nor 10-formyl-pteroylglutamic avid are 
normal intermediates of this biosynthesis. 
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Die Wirkung der Actinomycine C und D auf Neurospora crassa 
Kurze Mitteilung 
Von 
H. M. Rauen und G. Hess 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Miinster 





(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Miirz 1959) 


Die Actinomycine C und D sind stark wirksame Hemmstoffe fiir das Mycel-| 
wachstum von Newrospora crassa im Horizontalwuchstest nach Ryan, Beadle’ 
und Tatum!. Je 1 y von C und D pro ml Nahrmedium hemmen bereits deutlich 
und 7 y/ml vollstandig. Zwischen C und D besteht kein Wirkungsunterschied. Die 
Hemmung verlauft nach dem alc2-Typ*. Variiert man den pp-Wert des Nahr. 
mediums z. B. von px 4,0 nach 6,5, so verstarkt sich die Wachstumshemmung von‘ 
je 5 y D/ml betrachtlich. 

Der Hemmeffekt erlaubt, die Wirkungsorte der Actinomycine im interme- 
diaren Stoffwechsel von N. crassa nach dem iiblichen Vorgehen der Hemmungs- 
analyse zu untersuchen. 

Mg”® und Ca?®, in den Konzentrationen von 10 bis 50 ~Mol/ml sowie Zn” 
und Mn?® in den Konzentrationen von | bis 10 .Mol/ml verstarken die Hemmung, 
wobei Mg?® und Mn”® wirksamer als die beiden anderen bivalenten Kationen sind. 
10 «Mol Fe?®/ml heben dagegen die Hemmung von 5 y D/ml fast vollstandig auf, | 
wohl infolge der Reduktion der Chinonimin-Konfiguration des Phenoxazon-Chromo- 
phors des Actinomycins. Die intakte Chinonimin-Konfiguration des Actinomycins 
ist demnach fiir die biologische Wirkung bei N. crassa notwendig. Die genannten 
Konzentrationen der bivalenten Kationen allein hemmen das Wachstum von 
N. crassa nicht’. 

Im direkten enzymatischen Versuchssystem konnte eine komplexbildende 
bzw. chelierende Wirkung von D mit Metalloenzymen bis jetzt nicht nachgewiesen 
werden, daran erkennbar, daB die Aktivititen von Alkoholdehydrogenase, Milch.- | 


siuredehydrogenase, Myokinase und Pyruvatkinase durch D-Zusatz unbeeinfluBt | 


blieben. Da bei den durch diese Enzyme katalysierten Reaktionen das System 
DPN® — DPNH + H® mitwirkt, reagiert unter den Bedingungen der Enzymteste 
Actinomycin D nicht direkt mit DPNH, im Gegensatz zu den carcinostatischen 
Athyleniminochinonen’. 

Die Wachstumshemmung durch die Actinomycine wird nicht aufgehoben 
durch Guanin, Thymin, Uracil, Riboflavin, Pyridoxin, Aneurin, Nicotinsiureamid, 
Inosit, Cholin und Pantothensaure. (Die letztere hebt die Hemmung von D gegen 
Lactobacillus spp. Slotnick teilweise auf, aber nicht die gegen Bacillus subtilis®.) 
Geringfiigig enthemmend wirken — in der Reihenfolge abnehmend — Methionin, 
Adenin, Serin und Histidin. Da Leukovorin keine Wirkung, Pteroinséure und 
p-Hydroxy-benzoesiure-methylester eher eine geringe synergistische als anta- 


1 F. D. Ryan, G. W. Beadle u. E. L. Tatum, Amer. J. Bot. 30, 784 [1943]. 

2 H. M. Rauen, G. Hess u. J. Mechery, diese Z. 315, 46 [1959]. 

_ 3 H. M. Rauen u. G. Hess, unyeréffentlicht; s. Vortr. v. H. M. Rauen, 
Arztl. Verein Hamburg am 20. 1. 1959, Hamburger Arzteblatt, im Druck. 

4 Unveréffentlichte eigene Versuche, s. z. B. auch K. Wallenfels, Dis- 
kussionsbemerkung 8. Mosbacher Koll. Ges. Physiol. Chem., Springer-Verlag, 
Heidelberg 1958, S. 82. 

5 G. E, Foley, Antibiotics and Chemotherapy 7, 387 [1957]. 
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gonistische Wirkung mit D zeigen, das letztere mit Sulfathiazol nur eine additive 
und keine potenzierende oder aufhebende Wirkung zu erkennen gibt, blockieren 
die Actinomycine weder die Biosynthese der Purine und Pyrimidine und die der 
meisten wasserléslichen Vitamine als Gesamtreaktionen, noch die Biosynthese von 
CoF** oder den Komplex der C,-Ubertragung. Im letzteren Falle hatten, nach 
unseren seitherigen Erkenntnissen iiber die Biosynthese des CoF bei N. crassa, 
Pteroinsdure und Leukovorin, sowie diejenigen Substanzen partiell enthemmend 
wirksam sein miissen, bei deren Biosynthese CoF mitwirkt’. 

An eine Wirkung der Actinomycine auf die CoF-Biosynthese war aber durch- 
aus zu denken, als wir fanden, da 10 y p-Amino-benzoesdure/ml die Hemmung 
durch 5 y Actinomycin D/ml um 35% aufheben. Da wir nunmehr beobachteten, 
da8 auch 10 y Tyrosin/m/ um 33% und 0,5 y Phenylalanin/m/ um 16% enthemmen, 
wobei es sich jeweils um ,,maximale Partialwirkungen“ handelt, erscheint die An- 
nahme begriindet, daB die Actinomycine in die Biosynthese aromatischer 
Verbindungen auf einer noch nicht bekannten Stufe blockierend cin- 
greifen. 


Die Versuche werden demnachst ausfiihrlich in dieser Zeitschrift veréffentlicht. 


Zusammenfassung 


Die Actinomycine C und D hemmen das Mycelwachstum von Neurospora 


crassa. : 
Die Wuchshemmung wird partiell aufgehoben durch p-Amino-benzoesaure, 


Tyrosin und Phenylalanin. ‘ 
Summary 
Actinomycins C and D inhibit the mycelial growth of Neurospora crassa. 
The growth inhibition is partially abolished by p-amino-benzoic acid, tyrosine 
and phenylalanine. 


6 H. M. Rauen, G. Hess u. J. Mechery, diese Z. 315, 60 [1959], vorstehend. 


7H. M. Rauen, G. Hess u. J. Mechery, unver6ffentlicht. 
* CoF = enzymatisches Komplement des Transformylasesystems. 
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Stoffwechsel der Ostrogene in Leberschnitten der Ratte 
Von 
H. Breuer, Lieselotte Nocke und R. Knuppen 


Aus der Chemischen Abteilung der Chirurgischen Universitétsklinik und Poliklinik Bonn 
Direktor: Professor Dr. A. Giitgemann 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1%. Dezember 1958) 


Es gilt heute als gesichert, daB die Leber fiir den Stoffwechsel 
und die Inaktivierung der Ostrogene von entscheidender Bedeutung ist. 
Silberstein, Molnar und Engel! beobachteten bereits im Jahre 1933 
eine enzymatische Inaktivierung von Ostron nach Inkubation mit Leber- 
brei. Diese Befunde wurden in den folgenden Jahren von zahlreichen 
Untersuchern durch biologische Methoden bestatigt und erweitert, ohne 
daB die Natur der gebildeten Metaboliten aufgeklart werden konnte. 
Erst durch die Entwicklung empfindlicher und spezifischer Methoden | 
zum Nachweis phenolischer Steroide erdffnete sich eine Méglichkeit, die 
nach Inkubation von Ostrogenen mit Lebergewebe entstehenden Stoff- 
wechselprodukte zu identifizieren und ihre Bildung quantitativ zu ver- | 
folgen. 

Obgleich die Ratte seit geraumer Zeit zur Priifung der biologischen 
Wirksamkeit der Ostrogene verwendet wird, ist bisher unseres Wissens 
nur die gegenseitige Umwandlung von Ostradiol-(178) und Ostron naher 
untersucht worden. So isolierten Pearlman und DeMeio? Ostron 
nach Inkubation von Ostradiol-17f-hemisuccinat mit Rattenleberschnit- 
ten, wihrend Ryan und Engel? das Gleichgewicht zwischen Ostradiol. | 
(178) und Ostron mit Hilfe der Gegenstromverteilung und Fluorimetrie | 
quantitativ verfolgten. Wotiz, Ziskind und Ringler‘ fanden bei | 
Ratten nach Injektion von Ostron-[16-'4C] radioaktives Ostradiol-(17/) | 
im Plasma; auBerdem ergaben sich Anhaltspunkte fiir Ostriol. | 

In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, da8 Ostradiol-(178) und 
Ostron nach Inkubation mit Rattenleberschnitten an den C-Atomen 6 
und 16 hydroxyliert werden. Um einen Einblick in die enzymatischen 
Umwandlungen der 6-Hydroxy- und 6-Keto-Derivate zu gewinnen, 
wurde der Stoffwechsel dieser Verbindungen eingehender untersucht. 
Uber einen Teil der Ergebnisse ist in einer kurzen Mitteilung bereits 
berichtet worden. 

1 F. Silberstein, K. Molnar u. P. Engel, Klin. Wschr. 12, 1694 [1933]. 

2 W.H. Pearlman u. R. M. DeMeio, J. biol. Chemistry 179, 1141 [1949]. 
= 3K. J. Ryan u. L. L. Engel, Endocrinology 52, 277 [1953]. 

_ H. H. Wotiz, B.S. Ziskind u. I. Ringler, J. biol. Chemistry 281, 593 
> H. Breuer, L. Nocke u. R. Knuppen, Naturwissenschaften 45, 397 
[1958]. 
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Methodik 


150 g schwere mannliche weiBe Wistar-Ratten wurden durch Dekapitation 
getitet; nach dem Ausbluten wurde die Leber entnommen. 


Inkubation: 200 mg nach Deutsch® hergestellte Leberschnitte wurden 
mit 100 ug Steroid in 5 ml glucosehaltiger (20 mMol/l) Krebs-Phosphatlésung’ bei 
37° fiir 60 Min. in Luft inkubiert. Die Steroide wurden in Athanol gelést zugesetzt ; 
die Endkonzentration des Athanols betrug 1%. 


Aufarbeitung der Ansatze: Nach Inkubation wurden die Schnitte und 
Lisungen mit Ather/Chloroform (3:1) extrahiert. Einzelheiten iiber die Aufarbei- 
tung der Extrakte, die verwendeten papierchromatographischen Systeme und 
Lésungsmittel sowie iiber die Kober-Reaktion®, die Schwefelsiure-Wasser- und 
Schwefelséure-Alkohol-Reaktion® und die Kupplung der phenolischen Steroide 
mit Fast Black Salt K!° sind an anderer Stelle beschrieben worden". 


Alle phenolischen Steroide wurden chromatographisch auf Reinheit ge- 
priift. Ostradiol-(178), Ostron und Ostriol waren Handelspraparate. Folgende 
Steroide wurden synthetisiert : 6- Keto-éstradiol-(17) !”, 6-Hydroxy-éstradiol-(17) 
durch Reduktion von 6-Keto-dstradiol-(178) mit NaBH,'*, 6-Keto-dstron durch 
Oxydation von Ostron-acetat mit Chromsaure™ sowie 6-Hydroxy-éstron durch 
partielle Oxydation von 6£-Hydroxy-éstradiol-(17)-3.6-dibenzoat!>. Der endgiil- 
tige Beweis fiir die absolute Konfiguration der Hydroxylgruppe an C-Atom 6 
konnte noch nicht erbracht werden. Wahrend bisher allgemein eine f-Konfigura- 
tion angenommen worden war (vgl. 1.c.!®>), wird nunmehr aus thermodyna- 
mischen Erwagungen der 6-Hydroxygruppe, die durch Reduktion von 6-Keto- 
éstradiol-(178) mit NaBH, entsteht, die stabilere «-Orientierung zugeschrieben. 
Wintersteiner und Moore!® bezeichnen deshalb diese Verbindung als 6,,«‘‘- 
Hydroxy-éstradiol-(17£). 

Die quantitative Bestimmung der 6-substituierten Ostrogene er- 
folgte mit Folin-Ciocalteu’s Reagenz nach Mitchell und Davies!’. Der Ostrogen- 
gehalt der steroidhaltigen Flecken nach Chromatographie der Extraktriickstande 
wurde durch visuellen Vergleich mit entsprechenden Standardflecken ermittelt. 
Die Fehlerbreite dieser Methode liegt bei + 10%. 


Zur Ausfiihrung weiterer Reaktionen wurden die Metaboliten von unbehan- 
delten Chromatogrammen eluiert, nachdem ihre Position durch Anfarben ent- 
sprechender Randstreifen festgestellt worden war. 


6 W. Deutsch, J. Physiology 87, 56P [1936]. 

7-H. A. Krebs u. K. Henseleit, diese Z. 210, 33 [1932]. 

8 J. B. Brown, J. Endocrinology 8, 196 [1952]; W.S. Bauld, Biochem. J. 
56, 426 [1954]. 

® W. Dirscherl u. H. Breuer, Z. Vitamin-, Hormon- u. Fermentforsch. 6, 
287 [1954]. 

10 EK. Heftmann, Science [New York] 111, 571 [1950]. 

11H. Breuer u. L. Nocke, Acta endocrinol. 29, 489 [1958]. 

2 B. Longweil u. O. Wintersteiner, J. biol. Chemistry 133, 219 [1940]. 

13 QO. Wintersteiner u. M. Moore, J. Amer. chem. Soc. 81, 442 [1959]. 

14 EK. Schwenk, U.S.Pat. 2294938 [1942]; Chem. Abstr. 37, 1016, [1943]. 

19 R. Knuppen, unveroffentlicht, 1958. 

16 G. C. Mueller u. G. Rumney, J. Amer. chem. Soc. 79, 1004 [1957]. 

 ¥F. L. Mitchell u. R. E. Davies, Biochem. J. 56, 690 [1954]. 
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Ergebnisse 


Das Verhaltnis zwischen Gewebemenge und Steroidmenge betrug 
in allen Versuchen 2000:1. Die relativ geringe Steroidkonzentration 
wurde gewahlt, um eine Beeinflussung der am Steroidstoffwechsel be- 
teiligten Enzyme méglichst gering zu halten. 

Wahrend einstiindiger Inkubation. wurden 72% des eingesetzten 
Ostrons umgewandelt; etwa 4% des umgesetzten Ostrons wurden zu 
Ostradiol-(17f) reduziert (Tabelle). Die Umsetzung von Ostradiol-(17{) 
betrug unter den gleichen Bedingungen 89%; etwa 4% des umgesetzten 
Ostradiols-(178) wurden zu Ostron oxydiert (Tabelle). Daraus geht her. 
vor, daB das Gleichgewicht der Reaktion 


H, ‘i : 
= ~ Ostradiol-(17£) 


+ 
Ostron .— 


in Rattenleber-Schnitten nicht zugunsten eines Reaktionspartners ver- 
schoben ist. 

Bei der Inkubation von Ostradiol-(17f) oder Ostron wurde 
die Bildung von zwei phenolischen Metaboliten beobachtet, die sich 
polarer als Ostradiol-(178) und Ostron verhielten. Die starker polare 
Verbindung (I) hatte die gleiche Wanderungsgeschwindigkeit wie } 


in Klammern): 0,45 em/Stde. in Formamid/Chloroform (5 Stdn.), 
0,49 cm/Stde."in Formamid/Methylenchlorid (52 Stdn.), 0,46 em/Stde. 
in Benzol/Methanol/Wasser 100 : 55 : 45 (24 Stdn.) und 5,9 em/Stde. in 
Benzol/Methanol/Wasser 100: 80:20 (5 Stdn.). Zur weiteren Auf. 
klarung wurde die Substanz I mit Leberschnitten reinkubiert; dabei 
entstanden drei Metaboliten, von denen zwei weniger polar als die ein- 
gesetzte Substanz waren. Beim Vergleich mit authentischen Ostrogenen 


ergab sich, daB einer der beiden Metaboliten (Ry-Wert 0,26 im System | 


Formamid/Chloroform) dasselbe Verhalten wie 6-Keto-dstradiol-(17/) 
zeigte: Beide Verbindungen hatten das gleiche Absorptionsspektrum bei 
der Schwefelsaure-Wasser-Reaktion (Maxima bei 248, 317, 416, 536 my) 
und ergaben bei der Reduktion mit NaBH, eine Verbindung, die von 
reinem 6-Hydroxy-éstradiol-(17f) nicht unterschieden werden konnte. 
Auch der zweite Metabolit (Ry-Wert 0,22 im System Formamid/Chloro- 
form), der in gréBerer Menge entstand, wurde durch NaBH, zu 6-Hy- 
droxy-déstradiol-(17f) reduziert. Da eine Identitaét mit 6-Keto-dstron 
(Ry-Wert 0,81 im System Formamid/Chloroform) und 6-Keto-éstradiol- 
(178) ausgeschlossen werden konnte, muBte es sich bei dieser Verbin- 
dung um 6-Hydroxy-éstron handeln. Auf Grund dieser Ergebnisse ver- 
glichen wir das Stoffwechselverhalten von Substanz I und authentischem 
6-Hydroxy-éstradiol-(17) und fanden hinsichtlich der Bildung von 6- 
Keto-éstradiol-(178) und 6-Hydroxy-éstron Ubereinstimmung. 

Der dritte Metabolit, der nach Reinkubation von Substanz I ent- 
stand und sich polarer als diese verhielt, wurde auch nach Inkubation 
von Ostriol mit Rattenleberschnitten beobachtet. Dieses Ergebnis legte 


striol | 
in folgenden papierchromatographischen Systemen (mittlere Laufzeit | 
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die Vermutung nahe, die Substanz I setze sich aus 6-Hydroxy-éstradiol- 
(178) und Ostriol zusammen. Die Trennung der beiden Verbindungen 
gelang durch Saéulenchromatographie ihrer 3-Methylather an Aluminium- 
oxyd, nachdem entsprechende Versuche mit den freien Verbindungen 
ergebnislos verlaufen waren. Die Darstellung der 3-Methylaither von 
6-Hydroxy-éstradiol-(178) und Ostriol erfolgte mit Dimethylsulfat nach 
Brown!8, Der 6-Hydroxy-éstradiol-(17/)-3-methylather wurde mit 1,4% 
Athanol in Benzol und der Ostriol-3-methylather mit 3% Athanol in 
Benzol eluiert. In der Abbildung ist das Elutionsschema fiir die Methyl- 
ither der authentischen Verbindungen und fiir die methylierte Substanz I 
dargestellt. Zur weiteren Identifizierung des Ostriol-3-methylathers aus 
Substanz I wurde die David-Reaktion!® 
ausgefiihrt. Der positive Ausfall der Reak- 

tion beweist die Anwesenheit von Ostriol 1 | 
in Substanz I. AuBer Ostriol ergibt auch 
16-epi-Ostriol eine Blaufarbung; diese Ver- 
bindung war jedoch durch die vorausge- 
gangene papierchromatographische Tren- 
nung ausgeschlossen worden. Auch die 
Absorptionskurve der Schwefelsaure-Was- 
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ser-Reaktion des Ostriol-3-methylithers 30: 

aus Substanz I war identisch mit der- 

jenigen von authentischem Ostriol-3-me- G3 

thylather (Maxima bei 291 und 461 my). | 
7 02 | | 

Identifizierung von Qstriol durch Chromato- on, | | | 

graphie der 3-Methylather an Al,O,. Oben: rt 

16 ug der methylierten Substanz I; unten: 12 ug | ak | 

6-Hydroxy-éstradiol-3-methylather (1. Frakt.) gr beet 1 | 


= ) 
+ 10 wg Ostriol-3-methylather (2. Frakt.). Be- .. 2. &  S -eeoe 


; ‘ - " . al—-~ 
stimmung durch Kober-Reaktion wie von <~ 14% Athanol -»=-30% Athanol —> 
Brown?® angegeben. in Benzol in Benzol 


Die andere nach Inkubation von Ostradiol-(178) oder Ostron mit 
Rattenleber aufgefundene phenolische Substanz IIT (Ry-Wert 0,22 im 
System Formamid/Chloroform) lieferte nach Reduktion mit NaBH, 
6-Hydroxy-6stradiol-(178) und bei der Kupplung mit Fast Black Salt K 
eine rote Verbindung mit dem gleichen Ry-Wert (0,31) wie diejenige, 
die nach Kupplung mit authentischem 6-Hydroxy-éstron erhalten 
wurde. Auch die Absorptionskurven in der Schwefelsiure-Wasser-Reak- 
tion (Maximum bei 470 my) und in der Schwefelséure-Alkohol-Reaktion 
(Maximum bei 512 mu) waren identisch mit denjenigen von authenti- 
schem 6-Hydroxy-éstron. 

18 J. B. Brown, Biochem. J. 60, 185 [1955]. 
ros K. David, Acta brevia neerl. Physiol., Pharmacol., Microbiol. E.A. 4, 64 
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Neben den oben genannten Umwandlungsprodukten wurden bei Inkubation 
von Ostradiol-(17) zwei weitere Metaboliten III und IV (Rp-Werte 0,39 und 0,50 
im System Formamid/Chloroform) in sehr gering.r Menge beobachtet. Sie wurden 
nicht weiter untersucht; ihre Identitat mit 16«-Hydroxy-éstron, 16-Keto-éstra. 
diol-(178) oder 166-Hydroxy-éstron konnte jedech auf Grund des papierchromato. 
graphischen Verhaltens ausgeschlossen werden. 


Nach Inkubation von Ostriol entstand in etwa 10proz. Ausbeute 
ein phenolischer Metabolit, der sich polarer als Ostriol verhielt. Eine 
Umwandlung von Ostriol in Ostradiol-(17f) oder Ostron wurde nicht 
beobachtet. 


Stoffwechsel der Ostrogene nach Inkubation mit Leberschnitten 

erwachsener mannlicher Ratten. 

Jeweils 100 ug Steroid wurden mit 200 mg Leberschnitten in 5,0 ml glucosehaltiger 

(20 mMol/l) Krebs-Ringer-Phosphatlésung fiir 60 Min. bei 37° in Luft inkubiert. 

Die quantitative Bestimmung von Ostron, Ostradiol-(17f) und Ostriol erfolgte mit 

Hilfe der Kober-Reaktion, die der am C-Atom 6 substituierten Ostrogene mit 

Folin-Ciocalteu’s Reagenz (vgl. Methodik). Die Zahl der Versuche ist in Klammern 
angegeben (Fehlerbreite + 10%). 


























. : Nach Inkubation Menge 
Inkubiertes Steroid identifizierte Steroide in ug 
a ee re eae oe 6-Hydroxy-éstradiol-(17) * 8 (4) 
: Ostriol * 12 (4) 
6-Hydroxy-éstron 4 (4) 
Ostradiol-(17) 3 (6) 
Ostron 28 (6) 
Ostradiol-(178)........ 6-Hydroxy-éstradiol-(17) * 9 (4) 
‘ Ostriol * 13 (4) 
6-Hydroxy-éstron 4 (4) 
Ostradiol-(17) 11 (6) 
Ostron 3 (6) 
NE 5s ite wee aM Ostriol 25 (4) 
6-Hydroxy-éstradiol-(17f8) . . . | 6-Hydroxy-dstradiol-(17) 25 (4) 
6-Hydroxy-éstron 15 (4) 
6-Keto-dstradiol-(17) 2 (4) 
6-Hydroxy-éstron ...... 6-Hydroxy-éstradiol-(17£) 2 (4) 
6-Hydroxy-éstron 10 (4) 
6-Keto-éstradiol-(17B) . . . . . 6-Hydroxy-éstradiol-(17) 5 (2) 
6-Hydroxy-éstron 2 (2) 
6-Keto-éstradiol-(17£) 15 (2) 
6-Keto-dstron 2 (2) 
6-Keto-éstron ........ 6-Hydroxy-éstradiol-(17/) 3 (2) 
6-Hydroxy-éstron 10 (2) 
6-Keto-éstradiol-(17f) 10 (2) 

6-Keto-dstron zat 








* Quantitativ bestimmt mit der Kober-Reaktion (Ostriol-Reagenz) nach Chromatographie 
der 3-Methylather an Al,03. 
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Quantitative Verhaltnisse bei der Inkubation der Ostro- 
gene mit Leberschnitten: Die Umsatze der Ostrogene in der Ratten- 
leber sind vom jeweiligen Tierstamm, von der Ernahrung und zu einem 
geringeren Teil auch vom Geschlecht der Tiere abhangig. Diese Fest- 
stellung gilt besonders fiir die Hydroxylierung am C-Atom 6, die 
zwischen 5 und 20% der eingesetzten Ostradiol-(178)-Menge betragen 
kann. Die in der Tabelle angegebenen Werte sind Mittelwerte von min- 
destens 2 Versuchstieren. Nach Inkubation von Ostradiol-(17) oder 
Ostron entstanden 6-Hydroxy-éstradiol-(178) und Ostriol als Haupt- 
metaboliten und in geringerer Menge 6-Hydroxy-dstron. Weitere Ver- 
suche zeigten, daB 6-Hydroxy-éstradiol-(17/) bevorzugt zu 6-Hy- 
droxy-6stron oxydiert wurde, wahrend die riicklaufige Reaktion nur 
eine untergeordnete Rolle spielte. Daraus geht hervor, daB das Gleich- 
gewicht der Reaktion zwischen 6-Hydroxy-éstradiol-(17f) und 6-Hy- 
droxy-6stron zugunsten des letzteren verschoben war. Nach Inkubation 
von 6-Keto-déstradiol-(17) entstand als Hauptmetabolit 6-Hydroxy- 
éstradiol-(178), wahrend 6-Keto-éstron nur in kleinerer Menge gebildet 
wurde. Neben den beiden letztgenannten Steroiden wurde auch das Auf- 
treten von 6-Hydroxy-éstron beobachtet. Da die Umwandlung von 
6-Keto-6stradiol-(17f) in 6-Hydroxy-éstron eine Reduktion der 6-Keto- 
gruppe und eine Oxydation der 17-Hydroxygruppe erfordert, kann diese 
Reaktion entweder tiber 6-Keto-éstron oder iiber 6-Hydroxy-éstradiol- 
(178) als Zwischenstufe verlaufen. Auf Grund der quantitativen Unter- 
suchungen ist der letztere Reaktionsweg wahrscheinlicher. Die Inkuba- 
tion von 6-Keto-déstron fiihrte zur Bildung von 3 Metaboliten: 6-Hy- 
droxy-6stron und 6-Keto-dstradiol-(17f) wurden in etwa gleicher Menge 
gebildet, wahrend 6-Hydroxy-éstradiol-(17f) als Nebenprodukt auftrat. 
Die Bildung dieser Verbindung erfolgte wohl — auf Grund der Reak- 
tionsgleichgewichte — iiber 6-Keto-dstradiol-(17f) als Zwischenstufe. 


Besprechung der Ergebnisse 


Das wesentliche' Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist die Beob- 
achtung, daB Ostradiol-(178) und Ostron durch Rattenleberschnitte in 
Stellung 6 und 16 hydroxyliert werden kénnen. Eine 6-Hydroxylierung 
von Ostrogenen war bereits friiher von Mueller und Rumney'® bei 
Versuchen mit Mauselebermikrosomen festgestellt worden. Die Autoren 
fanden dabei eine Umwandlung von Ostradiol-[16-“4C] in 6-Hydroxy- 
éstradiol-(173), 6-Hydroxy-éstron und 6-Keto-éstradiol-(17f). Von be- 
sonderem Interesse ist auch die Mitteilung von Marrian?°, daB 
6-Hydroxy-éstron (bisherige Bezeichnung KC-6B) aus menschlichem 
Urin isoliert werden konnte. 

Die quantitative Untersuchung des Stoffwechsels der 6-Hydroxy- 
und 6-Keto-Verbindungen in Rattenleberschnitten ergab, daB die 





20 G. F. Marrian, Vortrag, IV. Internat. Kongr. f. Biochemie, Wien. 1. bis 
6. Sept. 1958. ; 
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Reaktionsgleichgewichte zwischen den einzelnen Verbindungen im all. 
gemeinen zugunsten einer bestimmten Seite verschoben sind. Eine zu. 
sammenfassende Darstellung findet sich im Reaktionsschema. So liegt 
z.B. das Gleichgewicht zwischen den 6-Keto- und 6-Hydroxyderivaten 
eindeutig auf seiten der 6-Hydroxyverbindungen. Die Reaktionsgleich. 
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Stoffwechsel der am C-Atom 6 substituierten Ostrogene nach Inkubation 
mit Rattenleberschnitten. 


gewichte zwischen den 17-Keto- und 17-Hydroxy-Verbindungen hangen 
weitgehend vom Substituenten am C-Atom 6 ab. Bei Vorliegen einer 
6-Hydroxygruppe wird die 17-Hydroxygruppe bevorzugt zur 17-Keto- 
gruppe oxydiert, wahrend in Anwesenheit einer 6-Ketogruppe das Gleich- 
gewicht zugunsten der 17-Hydroxygruppe verschoben ist. Diese Befunde 
sprechen fiir eine ausgepragte Substratspezifitat der entsprechenden 
Dehydrogenasen. In diesem Zusammenhang sei kurz auf die interessante | 
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Beobachtung eingegangen, daB unabhangig davon, ob Ostradiol-(17) 
oder Ostron mit Rattenleberschnitten inkubiert wurde, stets 6-Hydroxy- 
éstradiol-(178) in gréBerer Menge als 6-Hydroxy-éstron entstand. Da 
das Gleichgewicht zwischen 6-Hydroxy-éstradiol-(17f) und 6-Hydroxy- 
éstron zugunsten des letzteren verschoben ist, erscheint die Annahme 
gerechtfertigt, daB in Rattenleberschnitten Ostron zunachst zu Ostra- 
diol-(176) reduziert wird, bevor eine Hydroxylierung am C-Atom 6 
stattfindet. Andernfalls kénnte 6-Hydroxy-éstradiol-(17/) schwerlich 
als Hauptmetabolit nach Inkubation von Ostron gebildet werden. Da- 
neben wird selbstverstaindlich — wenn auch in geringerem AusmaB — 
eine direkte Hydroxylierung von Ostron in Stellung 6 erfolgen. 

AbschlieBend sei erwihnt, daB die 6-Hydroxygruppe durch Ratten- 
lebergewebe immerhin noch leichter zu einer Ketogruppe oxydiert wer- 
den kann als die 16-Hydroxygruppe; denn man findet 6-Hydroxy- 
und 6-Ketoverbindung nebeneinander — wenn auch bevorzugt die 
6-Hydroxyverbindung. Dagegen fanden wir unter vergleichbaren Reak- 
tionsbedingungen nach Inkubation von Ostriol- oder 16-epi-Ostriol kein 
16-Keto-dstradiol-(17)??. 

Die vorliegende Untersuchung wurde durch die Gewahrung einer Forschungs- 
beihilfe des Landes Nordrhein-Westfalen unterstiitzt. Wir sind Herrn Pro- 
fessor Dr. O. Wintersteiner, Squibb Institute for Medical Research, New Bruns- 
wick, New Jersey, fiir die Mitteilung von Ergebnissen vor ihrer Veréffentlichung 
sehr zu Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung 


1. Nach Inkubation von Ostradiol-(178) oder Ostron mit Leber- 
schnitten mannlicher Ratten entstanden als Metaboliten 6&-Hydroxy- 
éstradiol-(178), 6-Hydroxy-éstron sowie Ostriol. 

2. Die Reaktionsgleichgewichte zwischen Ostradiol-(178) und Ostron 
einerseits und den 6-Hydroxy- und 6-Keto-Derivaten andererseits wur- 
den quantitativ untersucht. 


Summary 


1. Oestradiol-(17) and oestrone were incubated with liver slices of 
male rats. 6€-Hydroxy-oestradiol-(17f),6é-hydroxy-oestrone and oestriol 
were identified as metabolites. 

2. The interconversion of oestradiol-(17$) and oestrone and their 
6-hydroxy and 6-keto derivatives has been studied quantitatively. 


21 H. Breuer, L. Nocke u. R. Knuppen, Biochim. biophysica Acta 
[Amsterdam], im Druck. 
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Uber den Phosphatidgehalt 
im wachsenden braunen Fettgewebe junger Ratten 


Von 


H. Langer und H. Langer-Schierer* 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Dezember 1958) 


Im braunen Fettgewebe von Nagetieren ist die Menge des Lipid. 
phosphors vom Gesamtlipidgehalt weitgehend unabhangig!. Es wurde 
deshalb angenommen, daB die Phosphatide nicht zum Vacuoleninhalt 
der Zellen, sondern zum Cytoplasma und seinen préformierten Bestand. 
teilen gehéren. Im Anschlu8 an diese Untersuchungen wurden Analysen 
am braunen Fettgewebe von jungen Ratten durchgefiihrt, das einen 
wesentlich geringeren Gesamtlipidgehalt als das von erwachsenen Tieren 
aufweist?*. Histologisch sind zur Zeit der Geburt noch fast keine 
Vacuolen feststellbar, sie entstehen in den ersten Lebenstagen und er- 
reichen ihre endgiiltige Anzahl und GréBe erst in der dritten Lebens- 
woche*, Wahrend dieser Zeit miiBten deshalb eindeutige Aufschliisse 
iiber die Beziehung der Phosphatide zu den iibrigen Anteilen der Zelle 
zu erhalten sein. 

Die Analysen wurden am braunen Fettgewebe junger Ratten von bekanntem 
Alter in der gleichen Weise durchgefiihrt, wie es bereits fiir Material von erwachse- 
nen beschrieben wurde’; in den ersten Lebenstagen waren zwei Wurfgeschwister 
fiir einen Ansatz nétig. Aus den Ergebnissen der Lipidphosphor-Bestimmungen 
wurde die Phosphatidmenge durch Multiplikation mit dem Faktor 23,57 er- 
mittelt*. 

Die Ergebnisse zeigt die Abbildung; neben dem Lipidphosphor 
sind auch die Werte fiir Gesamtlipide und lipidfreie Trockensubstanz 
mit eingetragen. Der Lipidphosphorgehalt geht der Menge an lipid- 
freier Trockensubstanz vollig parallel; er andert sich von der Geburt 
an ebenso wie diese nur wenig. 





* Minchen, Luisenstr. 14. Zoologisches Institut der Universitat. 

1H. Langer u. H. Langer-Schierer, diese Z. 314, 51 [1959]. 

2 F. X. Hausberger u. O. Guyot, Nauny n-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. 
Pharmakol. 187, 647 [1937]. 

3-H. Schierer, Zoolog. Beitr. 2, 63 [1956]. 

4M. Kaucher, H. Galbraith, V. Button u. H. H. Williams, Arch. Bio- 
chemistry 8, 203 [1943]; H. H. Williams, H. Galbraith, M. Kaucher, E. Z. 
Moyer, A. J. Richards u. I. G. Macy, J. biol. Chemistry 161, 475 [1946]; beide 
Arbeiten zitiert nach H. D. Cremer u. J. Fiihr in Hoppe-Seyler/Thierfelder, Hand- 
buch d. physiol.- u. pathol.-chem. Analyse, 10. Aufl., Bd. V, 8S. 462, Springer-Verlag, 
Heidelberg 1953 
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Bei der Geburt machen die Phosphatide etwa 20% der Gesamt- 
lipidmenge aus, es ist dann also noch sehr wenig gespeichertes Neutral- 
fett vorhanden. Wahrend der Bildung der Vacuolen steigt nur der 
Gehalt an Gesamtlipiden, so daB der Lipidphosphor-Anteil bei Bezug 
auf die Gesamtlipidmenge von 8,1 auf 1,5 y P/mg Gesamtlipid absinkt. 
Dagegen laBt sich fiir den Bezug auf die lipidfreie Trockensubstanz ein 
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Gehalt an Gesamtlipiden (O), Lipidphosphor (©) und lipidfreier Trockensubstanz 
(@) im braunen Fettgewebe der Ratte waihrend der Wachstumsperiode. — An- 
gaben in % des Gesamtfrischgewichts. Die Mafstabe sind so gewahlt, daB fiir 
mittlere Mengen von Lipidphosphor und lipidfreier Trockensubstanz die Ordinaten- 
abschnitte gleich sind. Die eingezeichneten Kurven sind Trendkurven, die nach 
der Methode der gleitenden Mittelwerte® mit » = 3 Zeitpunkten berechnet wurden. 


statistisch einwandfreier Mittelwert von 5,3 + 0,37 y P/mg lipidfreier 
Trockensubstanz auch fiir die simtlichen Jungratten von verschiedenem 
Alter errechnen; die Streuung der Einzelwerte (o = +. 1,52 fiir n = 16) 
ist der bei einer 4hnlichen Anzahl erwachsener Ratten (o = +- 1,47 fiir 
n = 18) nahezu gleich. 

Um die Rolle des Lipidphosphors weiter zu untersuchen, wurden 
zwei Hungerversuche an neugeborenen bzw. erwachsenen Ratten durch- 
gefiihrt. Das bei vélliger Erschépfung der Tiere praparierte braune Fett- 
gewebe hatte — bei stark vermehrtem Wassergehalt — noch eine Ge- 
samtlipidmenge von 4,9 bzw. 2,9% des Frischgewichts, das sind rund 

5 H. Gebelein u. H.-J. Heite, Statistische Urteilsbildung, Springer-Verlag, 
Heidelberg 1951. ; 
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10% der Normalwerte. Dagegen war der Lipidphosphorgehalt, bezogen 
auf die lipidfreie Trockensubstanz, mit 6,7 y P/mg bei den Jungtie ren 
vollig unverandert, bei den Erwachsenen mit 1,8 y/mg nur wenig ver. 
mindert (Streubereich der Normaltiere etwa 1—6 y/mg), so daB de 
Anteil der Phosphatide mehr als ein Drittel der noch vorhandenen 
Gesamtlipide ausmachte. 

Diese Ergebnisse zeigen die Unabhangigkeit des Phosphatidgehalts 
von der Menge der iibrigen Lipide. Bei Jungtieren sind die Phosphatice 
in den Zellen bereits vorhanden, bevor die Speicherfette in den Vacuolen 
abgelagert werden, sie miissen also im Zellplasma und seinen Strukturen 
liegen. Beim weiteren Wachstum andert sich ihr Gehalt im Gewebe, 
bezogen auf die lipidfreie Trockensubstanz, kaum mehr, wahrend die 
Menge der iibrigen Lipide erheblich schwankt. Im Hunger werden aus 
den Zellen offenbar nur die in den Vacuolen eingelagerten Fette ab. 
gegeben, dagegen verbleiben die Phosphatide im Cytoplasma. 


Zusammenfassung 


Im wachsenden braunen Fettgewebe junger Ratten geht der Phos. 
phatidgehalt der Menge an lipidfreier Trockensubstanz vdllig parallel. 
Bei der Geburt ist bereits fast der gleiche prozentuale Anteil wie im 
erwachsenen Tier vorhanden, wahrend die Einlagerung der Speicher. 
fette erst spater erfolgt. Im Hunger vermindert sich der Gesamtlipid- 
gehalt des Gewebes auf etwa ein Zehntel des Normalen, der Phosphatid- 
gehalt bleibt nahezu unverandert. Dies bestatigt die Annahme, daB die 
Phosphatide im braunen Fettgewebe nicht als Einlagerungssubstanzen 
in den Vacuolen vorliegen, sondern zum Zellplasma und seinen pra- 
formierten Bestandteilen gehéren. 


Summary 


In the growing brown adipose tissue of young rats there is a com- 
pletely parallel relationship between the phosphatide content and the 
amount of lipid-free dry substance. At birth, almost the same relative 
proportions are already present as in the mature animal, whereas the 
storage of depot fats occurs later. In starvation, the total lipid content 
of the tissue is reduced to about a tenth of normal; the phosphatide 
content stays almost unchanged. This confirms the assumption that 
phosphatides in brown adipose tissue are present in the cytoplasm and 
its preformed constituents and not in the vacuoles as storage material. 
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Darstellung eines Isomeren yon Reichsteins Substanz S 
und Untersuchungen zu dessen Wirkungsweise 
Von 
Friedrich Hohensee* und Gerhard Langbein 


Aus den Laboratorien des VEB Jenapharm, Jena 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27, Dezember 1958) 


Bei der Darstellung des Acetats von Reichsteins Substanz S (I) aus 
17x-Hydroxy-21-acetoxy-pregnan-dion-(3.20) (II) durch Bromierung 
und anschlieBende Dehydrobromierung mit LiCl in Dimethylformamid 
nach Holysz! ohne Isolierung der Zwischenprodukte fanden wir in 
den Mutterlaugen eine Verbindung, die dem Acetat von Reichsteins 
Substanz S sehr ahnlich ist. Sie wurde als 4!-17x-Hydroxy-21-acetoxy- 
pregnen-dion-(3.20) (IIT) erkannt und auf ihre biologische Wirksamkeit 
untersucht. 


CH,:0-CO-CH, ~ CH,:0-CO-CH; CH,-0-CO-CH, 
| | 
CO CO CO 
Fike mo, f™% 
‘oth, OH ‘ae OH ae OH 
pS 4 OS ye NG ff si? % 4 V2NVA * \ 2 MA 
WA ile al oF ee o47™ oe 
I II Il 


Die analoge Reaktionsfolge zur Darstellung von Cortison-acetat 
aus 17x-Hydroxy-21-acetoxy-pregnan-trion-(3.11.20) fiihrte uns zur 
Isolierung des A!-17x-Hydroxy-2] -acetoxy-pregnen-trion-(3.11.20), wel- 
ches bereits von Mattox und Kendall? beschrieben worden war. Es 
lag deshalb nahe, die Substanz III als entsprechende 11-Desoxo-Ver- 
bindung aufzufassen. Fiir diese Annahme sprechen folgende Befunde: 

a) Das UV- Absorptionsspektrum, aufgenommen in Athanol. 
mit Amax: 234 my (€max: 7670) macht ein «,f-ungesattigtes Keton sehr 
wahrscheinlich, schlieBt aber gleichzeitig das 3-Oxo-4-en- und das 
20-Oxo-16-en-System aus. 

b) Das IR-Absorptionsspektrum, aufgenommen in Dioxan, 
zeigt eine Schulter bei 1635 cm-! fiir die konjugierte Doppelbindung 
und eine starke Bande bei 1684 cm-! fiir die konjugierte Ketogruppe 
sowie starke Banden bei 1730 cm-! und 1754 cm~! fiir die 21-Acetoxy- 
20-oxo- Gruppierung. Diese IR-Banden lassen die gleichen funktionellen 
Gruppen wie im Acetat von Reichsteins Substanz S erkennen. 





~* Neue Anschrift: Heidelberg, Hans-Thoma-Str. 19. 

1 R. P. Holysz, J. Amer. chem. Soc. 75, 4432 [1953]. 

2 V. R. Mattox u. E.C. Kendall, J. biol. Chemistry 188, 287 [1951]. 
6* 
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Das UV-Absorptionsspektrum zeigt aber, daB sowohl das 3-Oxo. 
4-en- als auch das 20-Oxo-16-en-System auszuschlieBen ist, denn dam 
wiirde das Absorptionsmaximum bei 240—242 my zu erwarten sein, 
Fiir eine zur 3-Oxo-Gruppe konjugierte Doppelbindung ist dann nw 
noch die Lage zwischen den C-Atomen 1 und 2 zu diskutieren. Grup. 
pierungen dieser Art und deren Absorptionsmaxima sind in den letzten 
Jahren auch in der Normal- oder 5f-Reihe bekanntgeworden. So fin. 
den Inhoffen und Mitarbeiter? fiir das 4!-Koprostenon-(3) in Methanol 
das Absorptionsmaximum bei 232 my (¢« = 7500). Die von uns fir II] 
gefundenen Werte stimmen damit hinreichend tiberein. Diese Befunde 
berechtigen dazu, die Verbindung III als 4!-17x-Hydroxy-21-acet. 
oxy-pregnen-dion-(3.20) zu bezeichnen. 

ber die biologische Wirksamkeit von III kann bislang folgen. 
des ausgesagt werden: 

Die Substanz ist im Lebenserhaltungstest an Ratten halb so wirk. 
sam wie I. Fir Reichsteins Substanz S wurde von Masson et al.! 
beschrieben, daB 0,2 mg taglich zur Kompensation der Ausfallserschei. 
nungen nach Adrenalektomie geniigen. Dies konnten wir ebenfalls hin. 
sichtlich der Zunahme des Ké6rpergewichtes bei einer Versuchsdauer 
von 20 Tagen auch schon bei der taglichen Gabe von 0,1 mg bestatigen. 
Gleiche Dosierungen (0,1 bzw. 0,2 mg) von III lassen von insgesamt 
11 eingesetzten Tieren die Versuchsperiode nur 4 tiberleben. Die Ver. 
bindung ist ‘als Glucocorticoid unwirksam, wie an der Wirkung zu 
Thymusinvolution gezeigt wurde. In einer Dosierung 0,75 und 1,5 mg 
je Tier konnte keine Verminderung des Thymusgewichtes gefunden 
werden, dies gilt auch fiir die Vermehrung des Lebergewichtes durch 
Hypertrophie. 

Eine antiexsudative Wirkung von III war mit der Granulom. 
Taschentechnik durch Crotonél> nicht nachweisbar. In Ubereinstim. 
mung mit Rindani® finden wir fiir III ebenfalls eine geringe For. 
derung der Exsudation in den Dosierungen von 1,5 und 5,0 mg, wie 
schon fiir I beschrieben worden war. 


In einer Dosierung von 10 mg beobachteten wir fiir III einen ge. 
ringen gestagenen Effekt, welcher am Kaninchen dem Stadium I der 
Skala von McPhail entsprach. 


Bei der Beurteilung der Befunde sind wir in Ubereinstimmung 
mit den Angaben von Maffii et al.’, welche bei einigen anderen 
chemischen Modifikationen der Grundsubstanz I ebenfalls im allge- 


3H. H. Inhoffen, G. Kélling, G. Koch u. I. Nebel, Chem. Ber. 84, 368 

[1951]. 

4 G.M.C. Masson, A.C. Corcoran u. I. H. Page, Endocrinology 46, 441 
[195€]. 

5 A. Robert u. J. E. Nezamis, Acta endocrinologica 25, 105 [1957]. 

6 T. H. Rindani, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 87, 345 [1954]. 

? G. Maffii, E. Soncin u. R. Virga, Sperimentale 107, 12 [1957]; G. Maf.- 
fii u. R. Virga, ebenda, 107, 24 [1957]. 
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meinen eine Verminderung der Aktivitat gefunden haben. Eine Ver- 
minderung der Glucocorticoidwirkung bei der Dihydrierung des Pred- 
nisons wurde von uns friiher® beschrieben. 


Beschreibung der Versuche 


18 g 17a-Hydroxy-21-acetoxy-pregnan-dion- (3.20) werden in 100 ml 
Dimethylformamid, welches 400 mg p-Toluolsulfonséure enthalt, gelést und mit 
1,05 Aquivalenten einer 0,4m Bromlésung im Laufe von 4—6 Stdn. versetzt. 
Nach vollstandiger Entfarbung gibt man zu dem Kristallbrei 2,5 g Li,CO; und 
48g LiCl und erhitzt 2 Stdn. auf 115° in N,-Atomsphare. Die Reaktionslésung 
wird abgekiihlt und in 1—21 verdiinnte Kochsalzlésung von —10° eingetragen. 
Man erhalt 17,8 g hellbraune Kristallmasse vom Schmp. 195—215°. 

Das Rohprodukt wird mehrfach aus Aceton umkristallisiert. Die ersten 
beiden Fraktionen bestehen nur aus feinen Nadeln von I. Die folgenden Frak- 
tionen enthalten nebeneinander Nadeln und kleine Quader. Die vorwiegend aus 
Quadern bestehenden Fraktionen werden vereinigt und noch zweimal aus Aceton 
unkristallisiert. Man erhalt 0,3—0,5 g A1-17«-Hydroxy - 2l1-acetoxy-pregnen- 
dion-(3.20) vom Schmp. 215—218°. Zur Analyse wurde nochmals aus Aceton 
unkristallisiert und 2 Stdn. bei 70° und 1 Torr getrocknet. [«]p : 104° (c = 1,07, 
in Dioxan), Schmp. : 218—220”. 

C,3H;,0, (388,5) Ber. C71,2 H8,24 Gef. C 70,76 H 8,49 
Die Tierversuche wurden an Wistar-Ratten nach den bekannten Methoden durch- 
gefiihrt®, bei dem Thymus-Involutionstest folgten wir den Angaben von She- 
wel] 19, 


Zusammenfassung 
Es wird die Darstellung des 4!-17x-Hydroxy-21-acetoxy-pregnen- 


dion-(3.20) beschrieben. Die biologische Wirksamkeit dieser Verbindung 
ist gegentiber der isomeren Substanz S von Reichstein vermindert. 


Summary 


The preparation of A!-17«-hydroxy-21-acetoxy-pregnen-dione-(3.20) 
is described. The biological activity of this compound is low by com- 
parison with the isomeric compound S of Reichstein. 


8 F. Hohensee, Naturwissenschaften 45, 266 [1958]; J. Gebhard, K. Hel- 
ler, L. Klotz, G. Langbein u. F. Hohensee, Acta endocrinologica, im Druck. 
® Hormone Assay, herausgeg. von C. W. Emmens, Academic Press Inc., 
New York [1950]. 

10 J. Shewell, Brit. J. Pharmacol. 12, 133 [1957]. 
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Untersuchungen zur Biosynthese der Proteine, II! 


Uber die Verteilung der aminosiureaktivierenden Enzyme 
in Zellfraktionen aus Homogenaten von Escherichia coli B. 


Von 
D. J. MeCorquodale und W. Zillig 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Januar 1959) 


Wir haben kiirzlich die Isolierung und Fraktionierung zweier zell. 
freier Systeme aus Escherichia coli B. beschrieben, die den Einbau radio. 
aktiv markierter Aminoséuren in Proteine katalysieren!?. Sowohl eine 
aus groBeren Partikeln bestehende Fraktion (Debris) als auch eine Ribo. 
nucleoproteid-Partikel-Fraktion (RNP*) bauen in Gegenwart von lés. 
lichen Polyribonucleotiden relativ geringen Molekulargewichtes und 
Adenosintriphosphat (ATP) als Cofaktor Aminoséuren in Proteine ein. 
Im Falle des RNP-Systems ist dariiber hinaus noch der Zusatz einer 
aus DNS- und RNP-freiem Uberstand (14-Stdn.-Uberstand) durch iso. 
elektrische Fallung bei pu4,4 gewonnenen léslichen Proteinfraktion 
(px4-Fraktion) erforderlich. Es war daher zu priifen, ob die von Hoag. 
land® zuerst beschriebenen und mit der Proteinbiosynthese in Verbin- 


dung gebrachten aminosaureaktivierenden Enzyme auch an diesem Ein. | 


bau beteiligt sind und wie sie sich iiber die Fraktionen der Einbau. 
systeme verteilen. 


Methoden 


E. coli B. wurde wie friiher beschrieben! geziichtet und homogenisiert. Das 
Homogenat wurde durch differentielle Zentrifugation in die Desbris-Fraktion, die 
in 10 Min. bei 20000 U/Min. im Rotor R 30 der Spinco-Zentrifuge, Modell L, sedi- 
mentiert, in die RNP-Partikel, die im Rotor R 40 bei 40000 U/Min. in 5 Stdn. 
sedimentieren, und in einen DNS- und RNP-freien 14-Stdn.-40000-U/Min.-Uber- 
stand zerlegt. Dieser Uberstand wurde durch Elektrophorese nach Tiselius in 
eine nucleotidfreie Proteinfraktion (Albuminspektrum im UV) und eine RNS. 
Fraktion aufgetrennt. 

Die RNP-Partikel wurden in magnesiumhaltigem Phosphatpuffer! suspen- 
diert und nochmals 5 Stdn. bei 30000 U/Min. (R 30) sedimentiert. Das Sediment 


* Es werden folgende Abkiirzungen verwendet: RNS = Ribonucleinsaure, 


RNP = Ribonucleoproteid, DNS = Desoxyribonucleinséiure, PP = Pyrophosphat. | 


1 J. Mitteil.: D. Schachtschabel u. W. Zillig, diese Z. 814, 262 [1959]. 
2 D. Schachtschabel u. W. Zillig, IV. Internat. Kongr. f. Biochemie 


Wien, 1.—6. Sept. 1958, 8. 76, Pergamon Press, London 1958; W. Zillig u. D. J. 


McCorquodale, ebenda, S. 76. 
3 M. B. Hoagland, E. B. Keller u. P.C. Zamecnik, J. biol. Chemistry 
218, 345 [1956]. 
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wurde durch Fallung mit Ammoniumsulfat zwischen 30 und 50% Sattigung von 
begleitendem léslichem Protein befreit. Die Partikel bleiben dabei hinsichtlich 
ihrer physikalischen Eigenschaften und in ihrer Fahigkeit, markierte Aminosduren 
in ihr Protein einzubauen, unbeeinfluBt. 

Die Debris-Fraktion, der 14-Stdn.-Uberstand, das elektrophoretisch prapa- 
rierte nucleotidfreie Protein und die RNP-Fraktion wurden wie in der Legende 
zur Tabelle angegeben inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zusatz von Trichlor- 
essigsiure abgebrochen und das ATP-[*2P] nach Crane und Lipmann*® in der 
Modifikation von De Moss und Novelli? isoliert. Die auf Phosphatgehalt analy- 
sierten® salzsauren Hydrolysate wurden auf Aluminiumplattchen, die mit einem 
siurefesten Uberzug (Araldit) versehen worden waren, aufgebracht und im SC-16- 
Gasflow-counter der Fa. Tracerlab gezahlt. Der statistische Fehler betrug dabei 
nicht mehr als 5%. In der Berechnung wurde angenommen, daB je 2 Mol Ortho- 
phosphat im Hydrolysat einem Mol ATP entsprechen. 

Orthophosphat-[*2P] wurde von der Kernreaktor-Bau- und Betriebsgesell- 
schaft mbH, Karlsruhe, bezogen, Pyrophosphat-[*?P] daraus nach McCorquo- 
dale und Mueller’ dargestellt; ATP wurde von Waldhof, Mannheim, die Amino- 
siuren wurden von der Hoffmann-La Roche-AG, Basel, bezogen. 

Protein wurde nach Lowry et al.® bestimmt. 


Ergebnisse 


Enzyme, die den aminosdéureabhangigen Austausch von **P zwischen 
ATP und *PP katalysieren, sind’in allen getesteten Fraktionen auBer 
der RNP-Fraktion in signifikanten Mengen enthalten (Tabelle). Da der 
14-Stdn.-Uberstand dem von De Moss und Novelli® untersuchten 
E.-coli-Extrakt entspricht, war zu erwarten, daB die von diesen Autoren 
in ihrer Préparation nachgewiesene Gruppe von austauschkatalysieren- 
den Aminosaiuren auch im 14-Stdn.-Uberstand aktiv sei. Die Uberein- 
stimmung ist in der Tat weitgehend. Abweichend von De Moss und 
Novelli finden wir jedoch im Uberstand auch serin- und threonin- 
abhangigen, jedoch keinen von Phenylalanin katalysierten Austausch. 

Die lésliche, nucleotidfreie Proteinfraktion, die aus dem Uberstand 
durch elektrophoretische Abtrennung der Nucleinséuren dargestellt 
wurde, sollte die gleiche Gruppe aminosdureaktivierender Enzyme ent- 
halten wie der Uberstand selbst. Wir finden jedoch, daB in dieser Pra- 
paration nur 6 der im Uberstand aktiven 10 Aminosauren den Austausch 
katalysieren. Die aktivierenden Enzyme fiir Serin, Isoleucin, Threonin 
und Methionin sind im Verlauf der Operation entweder inaktiviert oder 
entfernt worden. 

Die sehr niedrige Austauschkapazitaét der RNP-Fraktion ist nicht 
signifikant. 

Die Debrisfraktion enthalt aktivierende Enzyme fiir simtliche 21 
normalerweise in Proteinen gefundenen Aminosauren. 


4 R. K. Crane u. F. Lipmann, J. biol. Chemistry 201, 235 [1953]. 

5 J. A. De Moss u. G. D. Novelli, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 
22, 49 [1956]. 

6 C,H. Fiske u. Y. Subbarow, J. biol. Chemistry 66, 375 [1925]. 

7 D. J. McCorquodale u. G. C. Mueller, J. biol. Chemistry 282, 31 [1958]. 

8 0. L. Lowry, N. J. Rosebrough, A. L. Farr u. R. J. Randall, J. biol. 
Chemistry 198, 265 [1951]. ‘ 
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Verteilung aminosaiureaktivierender Enzyme in Fraktionen aus Homogenaten 
von £. coli B. 


0,5 ml Enzym, entsprechend 5 mg Debris-Protein, 1 mg 14-Stdn.-Uberstand oder 
0,55 mg nucleotidfreier Uberstand, wurde mit 5 «Mol ATP, 2 uMol PP (4280 
Imp./Min./uMol in den Experimenten mit Debris und nucleotidfreiem Uberstand, 
320000 Imp./Min./uMol bei den Inkubationen mit 14-Stdn.-Uberstand und RNP. 
Partikeln), 4 u.Mol MgCl,, 25 uMol Phosphat, gepuffert auf pw 6,8, und 5 uMol der 
einzelnen t-Aminoséuren in einem Vol. von 1,0 ml 15 Min. bei 37° in Luft. 
atmosphare inkubiert. Werte, die signifikant héher sind als die Kontrolle, sind 











fettgedruckt. 
p Praparate 
myuMol “PP in ATP/mg Protein in 15 Min. 
Nucleotidfreie 
Debris 14-Stdn.- Fraktion aus RNP- 
” | Uberstand | 14-Stdn.-Uber- | Partikel 
stand 

Kontrollen: 
ohne Aminosiure... . 19 55 . 35 10 
Gunpraae ss <a 15 0 5 0 
ohne Enzym...... 2 0 0 0 
Asparaginséure. ... . 25 44 34 10 
Asan FS bang ter Sai |e 25 54 34 11 
Ol ee ee 26 14: 43 11 
Hydroxyprolin..... 26 56 34 9 
ee 27 54 35 9 
i's ig SSS a a ere 27 54 35 10 
ABDAPAMIN 465 6.6 255.6 28 56 35 11 
EOS eee eee 28 77 34 11 
Phenylalanin. ..... 30 54 34 10 
SOMME re Se ass 31 54 34 9 
Histidin®: * sos. 4. 31 63 58 10 
Glutaminséure ..... 40 56 34 9 
LS a eee 46 56 34 11 
Tryptophan ...... 47 129 169 9 
aeyroman 2 58s. 5 ee SS 49 86 51 11 
AMMEN se FS 57 76 124 11 
[eS oc ern 58 13% 34 11 
ENO eo owt 60 100 36 9 
WRN re Foe ci Gc 63 126 81 9 
eee ee es ss ee 63 54 36 10 
Methionin ....... 225 125 34 11 














1 g Bakterien (Trockengewicht) liefert etwa 560 mg Debris-Fraktion, 
200 mg 14-Stdn.-Uberstand und 237 mg RNP-Partikel. Ein betracht- 


licher Anteil der gesamten aminosaureaktivierenden Enzyme ist dem- 


nach an Partikel gebunden. 


Zahl und Art der aminosiureaktivierenden Enzyme, die man in | 
einer gegebenen Praparation findet, scheinen von der Festigkeit ihrer | 


Bindung an Partikel und von der gewahlten Extraktionsprozedur, die 
labile Enzyme inaktivieren kann, abzuhangen. 
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Diskussion 

Die Ergebnisse zeigen, daB aminosiureaktivierende Enzyme in 
Homogenaten von £. coli sowohl in léslicher als auch in partikelgebun- 
dener Form vorliegen. Die in Gegenwart von RNS und ATP zum Ein- 
bau von Aminosauren in Protein befahigte Debris-Fraktion enthalt 
aktivierende Enzyme fiir alle 21 normalerweise im Protein gefundenen 
Aminosauren. Dies erklart den Befund, daB der Zusatz der léslichen, 
aminosaureaktivierende Enzyme enthaltenden Fraktion fiir den Einbau 
im Debris-System nicht notwendig ist?. 

Im RNP-System ist auBer dem Zusatz von léslicher RNS (L-RNS) 
die Gegenwart léslichen Proteins (pa4-Fraktion, 14-Stdn.-Uberstand 
oder nucleotidfreies Protein daraus) fiir den Einbau von Aminosaéure 
ins Protein erforderlich. Die Aktivitat des Uberstands im Einbausystem 
ist proportional seinem Gehalt an aktivierendem Enzym. 

Diese Befunde machen den absoluten Bedarf an aminosiureaktivie- 
rencen Enzymen in beiden Einbausystemen wahrscheinlich. 

Herrn Prof. Dr. A. Butenandt danken wir sehr fiir wohlwollende Forde- 


rung der Arbeit. Der eine von uns (McC.) dankt fiir ein groBziigiges Stipendium 
der American Cancer Society. 


Zusammenfassung 


Die Fahigkeit verschiedener Fraktionen aus Homogenaten von 
E. coli B., den aminosaéureabhangigen Austausch zwischen *2PP und 
ATP zu katalysieren, wurde bestimmt. Aminosdureaktivierende Enzyme 
wurden in signifikanter Menge in der Debris-Fraktion, dem 14-Stdn.- 
Uberstand und der daraus durch elektrophoretische Abtrennung der 
Nucleotide gewonnenen nucleotidfreien Proteinfraktion, nicht hingegen 
in der Ribonucleoprotzid-Fraktion, nachgewiesen. Die Debris-Fraktion 
enthalt aktivierende Enzyme fiir simtliche normalerweise in Proteinen 
gefundenen 21 Aminosauren, der 14-Stdn.-Uberstand nur eine Gruppe 
davon. 


Summary 


The ability of various fractions from homogenates of E.coli B. to 
catalyze an amino acid-dependent *2PP-ATP exchange was tested. 
Amino acid-activating enzymes were found in substantial quantities in 
the debris fraction, the 14 hr.-105,000 g supernatant, and the protein 
electrophoretically isolated from the 14 hr.-105,000 g supernatant. 
The ribonucleoprotein particles exhibited a low level of activity which 








was considered to be due to contamination with soluble amino acid- 
activating enzymes. Amino acid-activating enzymes corresponding to all 
21 amino acids commonly found in nature were detected in the debris 
fraction. 
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Uber experimentelle ernahrungsbedingte 
Lebernekrosen, | 
In-vitro-Atmung des Lebergewebes bei verschiedenen Diatformen 
Von 
Andreas Hock und Klaus Strunz 


Aus dem Institut fiir Tierernéhrungslehre der Humboldt-Universitéit zu Berlin 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Januar 1959) 


sind Versuche zur experimentellen Erzeugung von Leberschaiden von 
besonderer Wichtigkeit. Diese Schiden kénnen — abgesehen von 
chirurgischen Eingriffen — entweder durch Gifte!?, wie Allylformiat, 

: Tetrachlorkohlenstoff oder das Gift des Knollenblatterpilzes, aber auch 
durch Diatfehler gesetzt werden. 

Bei den durch Diatfehler bedingten Schiden kann man zwischen 
solchen unterscheiden, die primar zu einer Leberverfettung und sekundar 
zu fibrésen Prozessen fiihren und mu andererseits die diditbedingten 
Ursachen getrennt diskutieren, die charakteristische akute Lebernekrosen 
verursachen, 

Leberverfettungen mit anschlieBenden Gewebeveranderungen erzielt man 
im allgemeinen durch einen Mangel an sogenannten lipotropen Substanzen, wie 
z. B. Cholin, Methionin und Vitamin B,,. Der Mangel kann durch sehr fetthaltige 
Diaten erhéht werden. Jeder einzelne der lipotropen Stoffe kann die Leberschadi- 
gung verhiiten; ihre Wirkung hangt wahrscheinlich mit Transmethylierungsprozes- 
sen des Organismus zusammen‘. Bei der Schutzwirkung von Methionin ist auf 
jeden Fall die Methylgrupp2 wesentlich. Homocystein uni Cystein sowie ihre 
Oxvdationsprodukte Homocystin und Cystin sind unwirksam, sie férdern sogar 
die Schadigung. 

Charakteristische Lebernekrosen werden durch spezielle dispro- 
portionierte Diaten erzeugt. Mit diesen Schaden befassen wir uns in dieser 
bzw. in den folgenden Publikationen dieser Reihe. Beziiglich der histo- 
logischen Bilder dieser Schaden verweisen wir auf die Literatur®-’. 

Die in Frage kommenden nekrogenen Diadten enthalten meist als 
alleinige EiweiBquelle Trockenhefe oder entsprechend vorbehandeltes 





1 W. Eger, Acta hepatol. 3, 1 [1955]. 
2 Z. Stary in B. Flaschentrager u. E. Lehnartz, Physiol. Chemie, 
Bd. II/2a, 8. 35, Springer-Verlag, Heidelberg 1956. 
3 F.S. Daft, Ann. N.Y. Acad. Sci. 57, 623 [1954]. 
4 C. H. Best, C. C. Lucas u. J. H. Ridout, Brit. med. Bull. 12, 9 [1956]. 
5 J. Dobbersteinu. A. Hock, diese Z. 280, 21 [1944]; M. R. Abell, J. M. R. 
Beveridge u. J. H. Fisher, Arch. Pathol. 50, 1 [1950]. 
6° L. E. Glynn u. H. P. Himsworth, J. Pathol. Bacteriol. 56, 297 [1944]. 
? Konferenzbericht Nutritional factors and liver diseases, Ann. N.Y. Acad. 
Sci. 57, 615—962 [1954]. 





Fiir die Untersuchung des pathologischen Stoffwechsels der Leber | 
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Casein. Als Versuchstiere werden im allgemeinen weiBe Ratten verwen- 
det’, auch Mause und Schweine reagieren analog®®. 

Die Schaden k6énnen durch eine Reihe von Faktoren verhiitet wer- 
den, die keine chemische oder stoffwechselphysiologische Verwandt- 
schaft unter sich erkennen lassen und dennoch schiitzt jeder fiir sich 
allein mehr oder weniger. Als Schutzstoffe wurden zunachst die schwefel- 
haltigen Aminosaiuren Cystin und Methionin beschrieben®®. Die durch 
Cystin verhiitbare Nekrose ist auch durch Vitamin E zu verhiiten!®", 
wozu an dieser Stelle bemerkt sei, da®B es fraglich erscheint, ob dic 
leberschiitzend2 Minimaldosis in der GréBenordnung des normalen 
Vitamin-E-Bedarfs!* der Ratte li-gt. 

Spaterhin erkannten Gyérgy und Mitarbeiter'® die bedingte anti- 
nekrogene Wirksamkeit gewisser Antibiotika und in beschranktem Aus- 
mae auch mancher Sulfonamide sowie des Methylenblau. 

Ein weiteres antinekrogenes Prinzip extrahierte Schwarz aus ge- 
wissen amerikanischen Hefen, mit denen nekrogene Didten nicht her- 
gestellt werden konnten; er bezeichnete dieses Prinzip zunachst als 
Faktor 3!4. In neuerer Zeit teilten Schwarz und Mitarbeiter mit, dab 
Selen-Verbindungen integrierender Bestandteil des Faktors 3 seien!®1°, 

Nach A bell und Beveridge” verlangert das synthetische Vitamin- 
K-Homologe 2-Methyl-1.4-naphthochinon (Menadion) signifikant die 
Lebensdauer von Versuchstieren auf nekrogener Hefediit. Hock und 
Hiigle konnten diesen Befund fiir das natiirlivche Vitamin K, bestatigen. 
Durch Verabreichung dieses Vitamins wurde die Lebensdauer der unter 
dem Einflu8 einer nekrogenen Hefediat stehenden Tiere von im Mittel 

8 W. L. Williams u. R. B. Aronsohn, Federation Proc. 11, 433 [1952]; 
E. L. Hove u. H. R. Seibold, J. Nutrit. 56, 173 [1955]; A. L. Obel, Schweiz. Z. 
allg. Pathol. u. Bakteriol. 1953, 619. 

® E. Weichselbaum, Qart. J. exp. Physiol. 25, 363 [1935]; F. 8S. Daft, 
W. H. Sebrell u. R. D. Lillie, Poc. Soc. exp. Biol. Med. 50, 1 [1942]; A. Hock 
u. H. Fink, diese Z. 278, 136 [1943]; 279, 187 [1943]; H. P. Himsworth u. L. E. 
Glynn, Clin. Sci. 5, 133 [1944]. 

10 K. Schwarz, diese Z. 281, 101 [1944]. 

11 K. Schwarz, diese Z. 281, 109 [1944]; 288, 186 [1948]; H. P. Himsworth 
u. O. Lindan, Nature [London] 1638, 30 [1949]; P. Gyérgy u. H. Goldblatt, J. 
exp. Medicine 89, 245 [1939]; E. L. Hove, D. H. Copeland u. W. D. Salmon, 
J. Nutrit. 39, 397 [1949]. 

122 K. E. Mason, Vitamines and Hormones 2, 107 [1944]; R. A. Brown u. 
M. Sturtevant, ebenda 7, 171 [1949]. 

13 P. Gyorgy, C.S. Rose, R. M. Tomarelli u. H. Goldblatt, J. Nutrit. 
41, 265 [1950]; P. Gyorgy, J. Stokes, H. Goldblatt u. H. Popper, J. exp. 


_ Medicine 98, 513 [1951]. 


14 K. Schwarz, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 78, 852 [1951]. 

15 K. Schwarz, J. G. Bieri, G. M. Briggs u. M. C.Scott, Proc. Soc. exp. 
Biol. Med. 95, 621 [1957]. 

16 K. Schwarz u. C. M. Foltz, J. Amer. chem. Soc. 79, 3292 [1957]; die- 
selben, J. biol. Chemistry 288, 245 [1958]; dieselben, Federation Proc. 17, 492 
[1958]; K. Schwarz, C. M. Foltz u. G. Bergson, Acta chem. scand. 12, 1330 
[1958]; K. Schwarz, J. A. Stesney u. C. M. Foltz, Metabolism 8, 88 [1959]. 

17 M. R. Abell u. J. M. R. Beveridge, Arch. Pathol. 52, 428 [1951]. 
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19 Tagen auf im Mittel 38 Tage signifikant verlingert. Fiir Menadion 
fanden Hock und Hiigle keine statistisch gesicherte lebensverlangernde 


Wirkung unter den von ihnen verwendeten Diaten’®. 
In der vorliegenden Arbeit interessierten wir uns vor allem fiir den ~ 


Atmungsstoffwechsel des Lebergewebes von Tieren unter einer nekro-| y,¢ 
genen Diadt mit und ohne Zusatz von Methionin und Vitamin E. Wir wur- | _ tion 
den zu diesen Untersuchungen angeregt durch Versuche von Chernick,| Pho 
Schwarz, Moe und Rodnan!®°, die zeigen konnten, daB die in-vitro- lst 
Atmung des Lebergewebes derartig geschadigter Tiere bereits Wochen 10, : 
vor dem Auftreten morphologischer Veranderungen signifikantabnimmt.| dur 
Zen 


Methodik 
N (4 


Tiermaterial und Diat gew 

21 Tage alte weiBe Ratten der 20. Inzuchtgeneration unseres Rattenstammes | Gefi 
wurden abgesetzt in den Versuch genommen und bei 20° sowie Futter- und Wasser- 

gabe ad libitum unter Verabreichung verschiedener Diadten in Einzelkafigen auf  — Pra) 
Rosten gehalten. Nach Ablauf der verschieden langen Fiitterungsperioden (bis zu 
65 Tagen) wurden die Tiere nach 24stdg. Fasten durch Nackenschlag und Dekapi- 
tation getétet, die Lebern sofort entnommen und unmittelbar zur Bestimmung der 
in-vitro-Atmung nach Warburg”! verwendet. Die verwendeten Diaten sind aus 

















Tab. 1 zu entnehmen. (Di 
Tab. 1. Zusammensetzung der Diiten, wenn nicht anders angegeben, in %. Ver 
(Die Tiere aller Gruppen erhielten wéchentlich eine perorale Gabe von 100 IE 
. Vitamin A.) 
< |B /e|é =| |<. Rul, 
ete > So 1/8] a = 13% bo | 7 
Z\esle|e|2 |s8| 8] 8 l22|¢|s ($ales] 22 
2 jaa] & % S& |Sa] 3 oe D S) Sipgriss os 
2#/fs|s/. 3 || 6 ws] 2 | 6 2 'y.2i) Se 
Ale"(S/o]5 E27] S15 |8s/°]2 [se l8 Bs 
= S| 2 | es aie lak > 
Ia] 30 | 5 5 5 | 51] —]—|]—]1 3 —|— 23 
Ib] 13 | 2,2 | 2,2 | 2,2] 22 | — | 52,2] 2,8 | 0,4 | 3 —|— 10 
Il | — | — |] — {20,7} — 5 | 67,6] 3,7} — | 3 —|{|— 10 
II | — | — | — ]20,7] — 5 |69,1/ 3,7 | — | 1,5¢] 3 | — 10 
IV —|— 18,7] — 5 | 68,6] 3,7 | — | 3 — 1 10 









































a Rohprotein etwa 50% der Trockensubstanz. 

b Mit Wasser in der Hitze aufgeschlossene Kartoffelstirke. 

ec Vitamin-E-frei. 

d DL-a-Tokopherol-acetat (Merck) in Ol. arach. gelést, p.o. Applikation. 

e i ano herabgesetzt, zum Ausgleich der mit der taglichen Vitamin-E-Gabe gegebenen 
Imenge. 


18 H. Hiigle, Vet. Dissertat., GieBen 1957; A. Hock, Vortrag: IV. Congr. 
Intern. d. Nutrition, Paris 1957. 
19 §. 8. Chernick, J. G. Moe, G. P. Rodnanu. K. Schwarz, J. biol. Chem- 
istry 217, 829 [1955]; S.S. Chernick, G. P. Rodnanu. K. Schwarz, Federation 
Proc. 18, 191 [1954]. 
20 §. S. Chernick, J. G. Moe u. K. Schwarz, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 
89, 520 [1955]. 
21 QO. Warburg, Der Stoffwechsel der Tumoren, Springer-Verlag, Berlin 1926. 
22 E. V. McCollum u. N. Simmonds, J. biol. Chemistry 88, 55 [1918]; vgl. 
auch H. D. Cremer in H. M. Rauen, Biochem. Taschenbuch, 8. 792, Springer- _ 
Verlag, Heidelberg 1956. 
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In-vitro-Atmungsversuche 


Die sofort nach dem Téten entnommenen Lebern wurden 1—2 Min. in gekiihlte 
(etwa 5°) physiologische NaCl-Lésung gelegt. AnschlieBend wurden vom linken 
Leberlappen etwa 0,5 mm dicke Schnitte mittels eines von uns entwickelten 
Schneidegerates hergestellt. Die Schnitte kamen dann in gekihlte physiologische 
NaCl-Lésung und wurden aus dieser in das Warburg-GefaB gebracht. Zur Inkuba- 
tion dienten 2 mi des von Krebs* angegebenen sogenannten Mediums IT (Ca-freie 
Phosphatpufferlésung), der Einsatz der Warburg-GefiBe enthielt 0,2 mi einer 
5proz. KOH-Lésung. Die Inkubationsdauer betrug bei 38° und O,-Atmosphare 
1 Stde. nach einer Ausgleichszeit von 10 Minuten. Der O,-Verbrauch wurde nach 
10, 30 und 60 Min. abgelesen. Nach Beendigung der Inkubation wurde die Atmung 
durch 5proz. Trichloressigsiure gestoppt und das Medium zentrifugiert. Vom 
Zentrifugat wurden Trockensubstanz- und N-Gehalt bestimmt. 

Der O,-Verbrauch (in mm’) wurde auf 1 mg Trockensubstanz (Qo,) und 1 mg 
N (Qo,(N)) bezogen. Die Trockensubstanzmengen des je Ansatz verwendeten Leber- 
gewebes betrugen zwischen 30 und 50 mg. Von jeder Leber wurden jeweils zwei 
GefiBe beschickt und die Mittelwerte aus beiden GefaBwerten errechnet. 

Von den iibrigbleibenden Teilen des linken Leberlappens wurden histologische 
Praparate (HE- und Sudanfarbung) hergestellt. 


Ergebnisse 


Aus Abb. 1 ist zu erkennen, daB unter dem EinfluB der Hefediat 
(Didt IL) der Qo, von Leberschnitten um so niedriger ist, je linger die 
Versuchstiere dieser Didt ausgesetzt waren. Der kontinuierliche Abfall 
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Abb. 1. Qo,-Werte der Leberschnitte von Versuchstieren auf Diat Nr. IT. 
aoe-ee : Regressionsgerade fiir Qo,/60 Min. aus 111 Einzelwerten (Punkte): 
y = 9,59 — 0,13 2; 
: Regressionsgerade fiir Qo,/30 Min. aus 111 Einzelwerten (Kreise): 
y = 5,47 — 0,05 x. 


23 H. A. Krebs, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 4, 249 [1950]. 
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der Qo,-Werte im Verlauf der Diatperiode weist eine statistisch ge- 
rt sicherte Korrelation auf (r = — 0,75; p < 0,01). 

— Das gleiche gilt, wenn man den Qo, nicht, wie tblich, auf eine 
Stunde, sondern nur auf d'c erste halbe Stunde der in-vitro-Atmung be- 
zieht. Abb. 1 zeigt, daB auch in diesem Falle ein statistisch gesicherter 
——| Abfall vorlag (r = — 0,82; p < 0,01). Allerdings verlauft die Regressions- 
gerade der Einzelergebnisse von Qo,/30 Min. wesentlich flacher, als die 
es der Werte von Qo,/60 Min. Dies wird vor allem eindeutig klar bei Ver- 
gleich der Gleichungen fiir die beiden Geraden. Der die Neigung anzei- 
gende Regressionskoeffizient b hat bei Qo,/60 Min. den Wert — 0,13 und 
bei Yo,/30 Min. — 0,05. 

Aus Tab. 2 ist der Qo, der Leberschnitte von Versuchstieren nach 
verschieden langer Fiitterung mit allen in Tab. 1 aufgefiihrten Versuchs- 
| diiten zu entnehmen. 

Versuchsdiadt Ia ist als vollwertige Diat anzusehen (EiweiBgehalt 
23%). Wie die Ergebnisse zeigen, anderte sich weder der Qo, noch der 
| \| Stickstoffgehalt der Lebern wahrend der 60tigigen Versuchsperiode. 
Bei Diat Ib, die ahnlich wie Diat Ia optimal zusammengesetzt war, 
| jedoch im Rohproteingehalt in Analogie zu den Hefediadten einen ge- 
ringeren EiweiBgehalt aufweist (10%), lagen die Qo, des Lebergewebes 
analog, wie bei Diat Ia. 

a Bei der Versuchsreihe mit Diat II handelt es sich um eine Wieder- 
% siz holung der in Abb. 1 bereits dargestellten Versuche. Der Verlauf der 
Qo,-Werte der Leberschnitte zeigte die gleiche fallende Tendenz. Auch 
——!| der Gehalt der Lebertrockensubstanz an Stickstoff, ein Ausdruck fiir den 
KiweiB- und Nucleinsaéuregehalt der Leberzellen, zeigt im Verlauf des 
Versuches eine fallende Tendenz. Der Unterschied der Werte vom 10. 
——, und vom 25. Tag der Diatperiode war signifikant (p = 0,03). Infolge des 
| Abfalles des Stickstoffgehaltes waihrend des Versuches steigt auch der 
' '| Quotient Qo,(N):Qo, im Laufe des Versuches an. 
— Bei Diat III (Diat II + 3 mg DL-«-Tokopherol-acetat taglich) ist im 





Laufe des Versuches ebenfalls ein Abfall der Qo,-Werte festzustellen. 
Der Abfall ist zwar nicht mehr so stark, wie bei Diat II ohne Zulage 
von Vitamin E, jedoch immerhin noch signifikant. Dies ist aus Abb. 2 
zu entnehmen. Fiir die Qo,-Werte/30 Min. ist kein Abfall mehr festzu- 
stellen. Bei dem Gehalt der Lebern an Stickstoff ist am 35. und 45. Tag 
eine Erniedrigung gegeniiber den Anfangswerten zu beobachten, am 
65. Tag ist jedoch der N-Gehalt des Lebergewebes sogar tiber den Anfangs- 
wert gestiegen. Der Abfall am 35. Tag gegeniiber dem 15. Tag einerseits 
und dem 65. Tag andererseits ist statistisch gesichert (p = 0,02). Infolge 
——\ des unterschiedlichen Verhaltens von Qo, und N-Gehalt des Gewebes am 
35. und 45. Tag ist der Quotient Qo,(N) : Qo, in dieser Zeit erhdht. 

Unter der Wirkung von Diat IV (Diat II + 1% Methionin) konnte, 
.  ahnlich wie bei Didt Ia und Ib, keinerlei Beeinflussung des Qo, und des 
2 N-Gehaltes der Lebertrockensubstanz beobachtet werden. 


a ae 
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In Tab. 3 ist die mittlere Uberlebenszeit verschiedener Versuchs. 
gruppen unter der Diat II mit und ohne Zulage von Na-Selenit und Vita. 
min E aufgefiihrt. Wie aus der Tabelle hervorgeht, war die Uberlebens. 


















































4 7 . a= 
5{—- : | oo — 
es ees ae. . 
Rel) Ulead ia Ile eee on... ae $ 
41, . ® 0G Mh ee 
6 a ae 
8 g : 
— ~ 
° e e 
sa a... - we 60UCU6etllUDCO. 
lage —=> 
Abb. 2. Qo,-Werte der Leberschnitte von Versuchstieren auf Diat Nr. IIT. 
nee : Regressionsgerade fiir Qo,/60 Min. aus 30 Einzelwerten (Punkte): 
y = 8,63 — 0,03 x; r = — 0,58; p = 0,02; 
——: Regressionsgerade fiir Qo,/30 Min. aus 30 Einzelwerten (Kreise): 
y = 4,76 — 0,0027 x; r = — 0,0099; p = 0,92. 


Tab. 3. Einflu8 der Jahreszeit auf die mittlere Uberlebenszeit der Grunddiat-Tiere 
IT) und die Wirkung von Selenit- und verminderten Vitamin-E-Zulagen zur Diat II. 


























Diat Versuchsmonate | ~— Differenz | p (5%) 
‘ ‘ 36,9 
II Nov.—Marz 20 4. °1'38 
13,4 < 0,01 
II Juni—Sept. 36 - ee 
—~ 19,1 | <0,01 
It + Sea Juli—Aug. 9 ‘, 0,95 
> 29,8 < 0,01 
IT + 2 Seb September 5 2 
IT + Vit. Ee April—Mai 15 —- ae es 

















a 40 wg Se als Na,SeO,-5H,0O je kg Futter. 

b 80 vg Se als Na,SeO,-5H,0 je kg Futter. 

c¢ 10 mg DL-«-Tokopherol-acetat/Tier/ Woche. 
zeit unter dem EinfluB der Diat II ohne jede Zulage in der Versuchsreihe 
wahrend der Wintermonate signifikant langer, als in der Zeit zwischen 
Juni und September. Die Zulage von Selen verlingerte in der von 
Schwarz!* angegebenen Dosierung zwar das Leben der Tiere signi- 
fikant, konnte aber den Tod infolge von Lebernekrose nicht verhiiten. 
Bei Verdopplung der Dosierung von 133 auf 266 ug Natrium-Selenit 
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(= 80 wg Se) je kg Futter starben die Tiere merk wirdigerweise schneller 
(im Mittel nach 12,8 Tagen). Wenn die Vitamin-E-Zulage zur Diat I] auf 
10 mg Vitamin E je Woche erniedrigt wurde (gegeniiber der von uns 
sonst angewendeten Dosierung von 3 mg/Tier/Tag), starben die Tiere 

im Mittel nach 41,3 Tagen an einer Lebernekrose. Im Gegensatz dazu 
konnten wir bei der angegebenen héheren Dosierung eine Versuchsgruppe 
von 15 Tieren 5 Monate lang ohne Schaidigung am Leben erhalten; die 
Lebern zeigten keinen pathologischen Befund. 

Es interessierte uns im Rahmen unserer Untersuchungen ferner zu 
priifen, von welchem Zeitpunkt an die offensichtlich schon sehr frih- 
zeitig beginnende Schadigung des Leberstoffwechsels zu irreparablen 
Schiden gefiihrt hatte. Wir gaben deshalb nach unterschiedlicher Ver- 
suchsdauer, wihrend der junge Ratten mit Diait II gefiittert worden 
waren, den Tieren Methionin- bzw. Vitamin-E-Zulagen (Diat IV bzw. 
Diat III). Wie Tab. 4 zeigt, starb nach der Umstellung auf Diat IV selbst 
noch nach dem 30. Versuchstag kein Tier. Nach Umstellung auf Diat III 
starb nach dem 30. Versuchstag noch ein Tier mit den pathologischen 
Symptomen einer Lebernekrose. Alle anderen umgestellten Tiere blieben 
ebenfalls am Leben. 


Tab. 4. Schutzwirkung von Methionin bzw. Vitamin E bei Tieren, die vorher auf 
nekrogener Grunddiaét (Diat II) gehalten worden waren. Im Zeitraum dieses Ver- 


























suchs betrug die mittlere Uberlebenszeit von 36 auf Diat II gehaltenen Tieren 
23,6 + 0,66 Tage. 
i : Mittl Gewicht 
Umstellung | Sy" | Tierzabl am . .. Versuchstag 
oie he : lungs-| Vers.- | Umstel- 
id tag Beginn lungstag 0. 10. 20. 30. 70. 
“ 
10. 5 5 36 36 65 85 160 
1V i i 
(Grunddiat | 29, 5 5 36 | 38 | 51 | 69 | 150 
+ 1% H 
Methionin) j 
30. 10 5 | 36 38 54 58 | 135 
| = 
“I 
10. 5 5 39 39 53 59 81 
I LL 
(Grunddiat 20. 5 5 38 39 49 58 80 
+ 3 mg i. 
pL-«-Toko- a e % 
pherol-acetat/ | 25. 10 5 40 41 50 58 73 
Tier/Tag 
30.* 5 2 40 39 51 53 85 
LW. 


























*) 2 Tiere der anfangs 5 Tiere umfassenden Gruppe iiberlebten den 30. Versuchstag (Tag der 
Umstellung), davon starb noch 1 Tier am 35. Versuchstag, das andere entwickelte sich relativ gut und 
erreichte das héchste 70-Tage-Gewicht von allen Vitamin-E-Tieren des Versuchs. Bei den iibrigen 
Versuchsreihen starben nach der Umstellung keine Tiere. ‘ 
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Diskussion 


Die Befunde von Abb. 1 und Tab. 2 bestatigen die Mitteilung von 
Chernick, Schwarz, Moe und Rodnan!?®, daB unter dem Einfluf 
einer nekrogenen Hefediat der Qo,/60 Min. mit der Fiitterungsdauer ab. 
fallt. Diese Autoren zeigten auch durch Zugabe verschiedener Substanzen 
des glykolytischen und des Citronensdurezyklus, daB diese Erscheinung 
nicht durch einen Mangel an Substrat zu erklaren ist. Unsere Befunde, 
daB dieser Abfall bereits in den ersten Tagen nach Umstellung der Tiere 
auf die Diat beginnt, beweisen eindeutig, daB die verwendete Versuchs. 
diat sehr schnell zu Stoffwechselstérungen der Leber fiihrt, obwohl nach 
den bisherigen Ergebnissen zahlreicher Autoren eine direkte Noxe in der 
Diadt nicht angenommen werden kann. 

Der im Gegensatz zu den genannten Autoren!® beobachtete Abfall 
auch beim Qo,/30 Min. weist auf eine intensivere Schaidigung hin. Diese 
unsere Ergebnisse stehen nicht in Widerspruch zur Hypothese der er. 
wahnten Autoren, daB es sich beim Abfall der Qo,-Werte grundsatzlich 
um eine Verminderung der Fermentreserven als Folge der disproportio: 
nierten Ernahrung handelt. Sie ist vor allem mit der Tatsache in Einklang 
zu bringen, daB es offensichtlich erst sehr spat zu einer irreversiblen Sté. 
rung des Stoffwechsels kommt. Nach den Ergebnissen von Tab. 4 ist es 
offensichtlich méglich, die Tiere durch Umstellung der Diaét noch kun 
vor dem Tod zu retten. Es kann allerdings gegen diese unsere Versuche 
eingewendet werden, daB es sich bei den durch die Didtumstellung ab 
25. Tag geretteten Tiere um eine Auslese besonders widerstandsfahiger 
Individuen handelt, da in diesen Gruppen bereits vor der Umstellung 
etwa die Halfte der Tiere an Lebernekrosen zugrunde gegangen waren. 
Dies bedeutet jedoch lediglich eine quantitative Einschrankung unsere: 
Aussage, da nicht anzunehmen ist, da8 unter dem EinfluB der Hefediat 
simtliche umgestellten Tiere am Leben geblieben waren (die mittlere 
Uberlebenszeit der Tiere bei diesem Versuch auf Diat II betrug, wie schon 
gesagt, nur 23 Tage). Uber das Erhaltenbleiben der Reversibililat des 
Leberschadens bis kurz vor dem Tod liegen schon von anderer Seite inter. 
essante Untersuchungen vor. 

Einen vollen Schutz gegen den Abfall des Qo, konnten wir nur bei 
einer Zulage von 1% Methionin zur Hefediat beobachten. Im Gegensati 
zu verschiedenen anderen Autoren beobachteten wir erst bei einer Gabe 
von 3 mg DL-«-Tokopherol-acetat taglich zur Grunddiat einen vollen 
Schutz gegen die Leberschadigung. Interessant ist, daB diese volle 
Schutzwirkung des Vitamins E nicht auch im gleichen Umfang am 
Leberstoffwechsel bestitigt ist. Bei den Qo,-Werten ist keine vollige 
Normalisierung zu beobachten, zwar bleibt Qo,/30 Min. im Mittel wah. 
rend des ganzen Versuches konstant. Bei Qo,/60 Min. ist aber ein zwar 
wesentlich geringerer, aber doch signifikanter Abfall festzustellen. 

24 J. Gillman, C. Gilbert, T. Gillman u. I. Spence, Amer. J. Digest. 


Diseases 19, 211 [1952]; F. W. Hoffbauer u. B. Wittenburg, Ann. N.Y. Acad. 
Sci. 57, 843 [1954]. 
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Die bisher diskutierten Versuchsergebnisse lassen die Frage offen, 
ob der beobachtete Atmungsabfall des Lebergewebes im Laufe der Ver- 
suche durch eine Schadigung des Stoffwechsels des Plasmas bzw. der 
Mitochondrien verursacht ist, oder ob die abfallenden Qo,-Werte ganz 
oder teilweise durch inter- und intracellulare Ablagerungen, etwa von 
Fett, verursacht sind. In diesem letzteren Falle kénnte die Aktivitat der 
Zellen durchaus normal sein. Lediglich ihr Anteil pro Gramm Trocken- 
substanz ware infolge der Einlagerung vermindert. Wir haben deshalb 
in Tab. 2 den Qo,/60 Min. auch auf 1 g Stickstoffsubstanz bezogen, da 
die Stickstoffsubstanz wohl die Atmungsaktivitat der Zellsubstanz besser 
reprasentiert, als die Lebertrockensubstanz. 

Der Abfall der Qo,(N)-Werte in Tab. 2 beweist, daB es sich bei dem 
beobachteten Phanomen tatsichlich um eine echte Abnahme der At- 
mungskapazitat der Zellen handelt. Dariiber hinaus muB allerdings auch 
eine Abnahme der N-Substanzen im Gewebe, bezogen auf Trockensub- 
stanz, festgestellt werden, die wohl als eine Einlagerung von Lipiden® zu 
deuten ist. Versuche in dieser Richtung laufen bei uns zur Zeit. Durch 
Zulage von Methionin zur Diat wird e1reicht, daB der N-Gehalt der Lebern 
im Verlauf des ganzen Versuches konstant bleibt, ebenso wie bei den nor- 
malen Diaten. Methionin verhiitet also eine Schadigung durch die Diat. 

Bei Zulage von Vitamin E zur Diat liegen die Verhaltnisse verwickel- 
ter. Die Schwankungen des in Tab. 2 aufgefiihrten N-Gehalts deuten 
darauf hin, daB voriibergehend eine Einlagerung nichtstickstoffhaltiger 
Substanz stattgefunden hat. Unsere histologischen Untersuchungen spre- 
chen dafiir, daB es sich dabei um eine intracellulire Fettinfiltration ge- 
handelt hat. Diese Anderung in der Gewebezusammensetzung macht eine 
Beurteilung des Qo,(N) bei dieser Gruppe schwierig. Die schwankenden 
Ergebnisse lassen eine Entscheidung dariiber nicht zu, ob der bereits 
diskutierte Abfall des Qo, auf eine Minderung der Atmungskapazitat der 
Zellen zuriickzufiihren ist; oder auf eine Abnahme der Stickstoffsubstanz 
in der Trockensubstanz. 

Interessant sind die Beobachtungen beziiglich der Uberlebenszeiten, 
da wir unter sonst gleichen Bedingungen im Sommerhalbjahr eine signi- 
fikant kiirzere Uberlebenszeit feststellten als im Winterhalbjahr (Tab. 3). 
Im Zusammenhang mit dieser Beobachtung erscheint es uns als be- 
merkenswert, daB die Qo,-Werte von Lebern aller unserer Versuchstiere, 
unabhangig von der verwendeten Diat, im Winterhalbjahr offensichtlich 
auf einem hdheren Niveau liegen als im Sommerhalbjahr. 

Schwarz!® hat bereits friiher auf eine jahreszeitliche Beeinflussung 
der ,,Sterbegeschwindigkeit‘‘ hingewiesen, dagegen konnten andere 
Autoren?® keinen derartigen EinfluB feststellen. 


25 M.R. Abell u. J. M. B. Beweridge, Arch. Pathol. 50, 23 [1950]; 52, 433 
[1951]; O. Lindan u. E. Work, Biochem. J. 55, 554, 562 [1953]. 
26 J. R. McLean u. J. M. R. Beveridge, J. Nutrit. 52, 499 [1954]; P. 
Gyorgy, J. Stokes u. H. Goldblatt, Trans. Assoc. Amer. Physicians 64, 289 
1951]. 
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Zusammenfassung 


. Unter dem EinfluB einer leberschadigenden Hefediat sinken die Werte 


fiir die in-vitro-Atmung von Rattenleberschnitten, beginnend in den 
ersten Tagen der Diadtperiode, kontinuierlich ab. Auch bei einer Be. 
rechnung des Qo, auf die Stickstoffsubstanz des Gewebes ist dieser 
Abfall noch festzustellen. 


. Bei Zugabe von Methionin zur Diat (1%) verhielten sich die Leber. 


schnitte wie diejenigen von Tieren unter vollwertiger Ernahrung. 


. Unter dem Einflu8 einer Zulage von DL-«-Tokopherol-acetat (3 mg 


Tier/Tag) konnte noch ein geringer Abfall der Qo,-Werte ‘statistisch 
gesichert beobachtet werden. Bei einer Berechnung des Qo, auf die 
Stickstoffsubstanz des Gewebes war dieser Abfall nicht mehr zu 
beobachten. Histologische Untersuchungen zeigten, daB unter dem 
EinfluB von Vitamin E zeitweise Ablagerungen von Lipiden in der 
Leber auftreten. 


. Noch bis kurz vor dem statistisch zu erwartenden Tod der ‘Tiere 


konnten diese durch eine Zulage von Schutzstoffen (Methionin oder 
Vitamin E) am Leben erhalten werden. 


. Es konnten jahreszeitliche Einfliisse auf die Uberlebenszeit der Tiere 


unter der Wirkung der leberschaidigenden Didt beobachtet werden. 


. Natriumselenit-Zulagen (40 ug Se/kg Diat) verlingerten die mittlere 


Uberlebenszeit um etwa 80%, ohne den Tod der Tiere mit einer Leber. 
nekrose zu verhindern. 


Summary 


. Under the influence of a liver-damaging yeast diet, values for the in 


vitro respiration of rat liver slices decrease continuously from the first 
days of the diet period. This decrease is still significant when the Qo, 
is based on the nitrogen content of the tissue. 


. On addition of methionine to the diet (1%) liver slices gave the same 


results as those from animals on a normal, complete diet. 


. Under the influence of added DL-«-tocopherol acetate (3 mg./animal] 


day) a small, significant decrease of Qo, values could still be observed. 
This decrease disappeared when based on the nitrogen content of the 
tissue. Histological investigations showed, that under the influence 
of vitamin EK, temporary deposition of lipids occurs in the liver. 


. The animals could be kept alive until close to their statistical death 


when protecting compounds (methionine or vitamin E) were given. 


. Seasonal influences on the survival time under the action of the liver- 


damaging diet could be observed. 


. Addition of sodium selenite (40 mg.Se/kg .diet) lengthened the average 


survival time by 80% without preventing the death of the animals 
with liver necrosis. 
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Uber experimentelle ernahrungsbedingte 
Lebernekrosen, II! 


Grundumsatz und Jodaufnahme der Schilddriise 
bei Lebernekrose erzeugenden Hefediaten 


Von 
Andreas Hock und Hans Bergner 
Aus dem Institut fiir Tierernihrungslehre der Humboldt-Universitaét zu Berlin 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Januar 1959) 


In der vorausgehenden Mitteilung! wurde iiber den Stoffwechsel des 
Lebergewebes von Ratten berichtet, die mit einer Lebernekrose erzeu- 
genden Hefediat ernahrt worden waren. Bei dieser Gelegenheit diskutier- 
ten wir kurz die wichtigsten derzeitigen Erkenntnisse tiber die experi- 
mentelle ernahrungsbedingte Lebernekrose anhand der Literatur. 

In der vorliegenden Arbeit beschaftigten wir uns mit dem Zusam- 
menhang zwischen Schilddriisenaktivitat und dem erwahnten ernah- 
rungsbedingten Leberschaden. Wir wurden zu diesen Untersuchungen 
einmal durch allgemeine Erkenntnisse der Klinik, nach denen mit einem 
Leberschaden haufig eine erhdhte Schilddriisenaktivitat verbunden ist, 
angeregt; andererseits veranlaBten uns dazu speziellere Befunde von 
McLean und Beveridge?. Nach diesen Autoren bewirkt eine Zulage 
von Thiouracil zu einer nekrogenen Hefediat (ahnlich, wie auch wir sie 
verwendeten) einen gewissen Schutz der Tiere gegen den Leberschaden, 
der sich in einer Verlingerung der Lebenserwartung ausdriickt. 

Die Untersuchungen iiber die Schilddriisenaktivitat fiihrten wir in 
zwei Richtungen durch. Wir bestimmten zunachst einmal den Grund- 
umsatz von Tieren unter einer nekrogenen Hefedidt im Vergleich mit 
Geschwistertieren, die auf einer optimalen Diat gehalten wurden. Ferner 
untersuchten wir die Einbaurate von !*!J bei Tieren unter der Hefediat 
bzw. unter der optimalen Diaét. Die Untersuchungen wurden auch auf 
Hefediaten ausgedehnt, denen Substanzen zugesetzt wurden, von denen 
bekannt ist, daB sie gegen die durch die Hefediadten zu erzeugende Leber- 
nekrose schiitzen (vgl. 1. c.1). Im einzelnen verwendeten wir Methionin, 
Cystin, x«-Tokopherol und Aureomycin. 





1 [, Mitteil.: A. Hock u. K. Strunz, diese Z., 315, 90 [1959], vorstehend. 
2 J. R. McLean u. J. M. R. Beveridge, Canad. J. med. Sci. 80, 118 [1952]. 
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M ethodik 


Tiermaterial und Diat 
Art und Haltung der verwendeten Ratten wurden in der vorstehenden Arbeit! 
beschrieben. Stets wurden Geschwistertiere in die verschiedenen zum Vergleich 
benutzten Versuchsgruppen eingesetzt. In Tab. 1 sind die verschiedenen Versuchs. 
diiten zusammengestellt. 


Tab. 1. Zusammensetzung der Diaiten in % der Frischsubstanz. 


















































rr i > ae) s — ‘ . Roh- 
. S,1/- |e] &] + = |Salzgemisch é 
..,| Torula- | o] 3B | 4 3 ‘gs |S I protein aus 
Diat T BP) 6, | ‘9 2 + S & S 
Nr. rocken- | 3 |. °3 3 5 =alo|s IS gs 
hefet |S) = | -> | 8 Zina)} gt SP nach Hefe| 8 
s S RN = o RN XIV l.c. z 4s 
I 5,0 (2) | 60,0 - | — 32,0] 3,0} — — _- 1,8 | 19,2 
II 5,0 (2) |30,.0| — | — | — | 62,0] 3,0; — = a 1,8] 9,6 
111 | 3,3 (1,2)} 20,0] 3,3 | 3,3 |34,0/31,0] 2,0) — | 2,0** — |} 1,3] 11,7 
IV — 20,C | 3,3 | 3,3 |34,0| 35,0] 2,0; — | 2,0**| — — | 13,0 
V | 20,6(1) |} — | — | — | — | 67,6] 3,0] 5,0 3,7 9,5] — 
VI | 20,6 (2) | — | — | — | — | 67,6] 3,0] 5,0 “= 3,7 7,3| — 
VII | 30,0 (2) — | — | — | — [58,3] 3,0] 5,0 —- 3,7 || 10,0} — 
VIII | 30,0(1) | — | — | — | — | 58,3] 3,0] 5,0 | 3,7 — | 13,0} — 
1X | 30,0 (2) — | — | — | — | 58,3] 3,0} 5,0 | 3,7 — 10,6) — 
X | 20,0 (2). | 15,0] — — |53,3| 3,0] 5,0 — 3,7 7,1] 4,8 
XI 7,2 (1) | 15,3] 2,6 | 2,6 | 26,0 | 42,0] 1,5] — 2,0** 3,2] 9,8 
*) Lieferungen verschiedener Hersteller (1) bzw. (2). 
**) Zusitzlich 0,7% CaCO . 
Zulagen (wenn nicht in % angegeben, Menge pro Tier und Tag): 
a) 40 ug KJ, e) Mischung wie d, jedoch 40fache Menge, 
b) 0,4% Cystin, f) 1 mg Aureomycin, 
c) 3 mg Vitamin E, g) 0,3% Methionin. 
d) 5mg Thiamin, 2 mg Riboflavin, Alle Tiere erhielten ferner 100 I. E. 
20 mg Nicotinsiureamid, 2 mg Pyridoxin, Vitamin A pro Tier und Woche. 


3 mg Calciumpantothenat, D-Form., 


Die unter dem Einflu8 der Diiten V, VI, VII, VIII und IX (Hefediaten) 
befindlichen Tiere starben regelmaBig zwischen dem 25. und 60. Versuchstag, ahn- 
lich, wie dies in der vorausgehenden Arbeit! berichtet wurde, unter schweren Leber- 
nekrosen. 


Grundumsatzbestimmungen 
Nach 16stdg. Hungern der Versuchstiere wurde die CO,-Ausscheidung in der 
Atemluft wahrend 2 Stdn. untersucht. Die Tiere befanden sich in luftdichten Glas- 
behaltern, denen fortlaufend CO,-freie Luft zugefiihrt wurde. Die ausstrémende 
Luft wurde iiber P,O, getrocknet; anschliefBend wurde die Kohlensaéure mit Natron- 
asbest absorbiert und gravimetrisch bestimmt. Innerhalb der 2stdg. Versuchszeit 
muBten die ermittelten 1-Stdn.-Werte in den Grenzen -+ 10% ibereinstimmen. 


3 Vgl. H. D. Cremer in H. M. Rauen, Biochem. Taschenbuch, 8. 792, Sprin- 
ger-Verlag, Heidelberg 1956. 
4 E. V. McCollum u. M. Davis, J. biol. Chemistry 20, 641 [1915]. 
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Einige auBerhalb dieser Spanne gefundenen Werte enthielten stets apparative 
Fehler. Dementsprechend war es mit Hilfe der hier verwendeten Doppelbestim- 
mungen mdglich, ein einwandfreies Arbeiten der Apparatur zu gewahrleisten. Die 
ermittelten Werte fiir Kohlensiure wurden auf die Kérperoberflache (100 cm?) um- 
gerechnet. Hierzu wurde die Formel K -G?/? von Meeh verwendet. Als Faktor K 
wurde nach Steuber® 9,13 gewahlt. 


Untersuchungen iiber den ™!J-Einbau in die Schilddrise 

Auch hierzu wurden nur gleichaltrige Geschwistertiere, die mit den ver- 
schiedenen aus Tab. 1 zu entnehmenden Versuchsdiaten ernahrt waren, verwendet. 
Pro Tier wurden 1 baw. 2 «C 1*!J i.p. injiziert. Vor der Injektion hungerte ein Teil 
der Tiere (Gruppen 1—6) 17 Stdn., die Tiere der iibrigen Gruppen 2 Stdn. Nach der 
Injektion wurden die Tiere der Gruppen 3—6 und 26—28 nach 22 Stdn., die iibrigen 
Tiere nach 4 Stdn. mittels Athernarkose direkt oder durch Ausbluten wahrend der 
Narkose getétet. Die Schilddriise und Proben von Muskelfleisch wurden entnommen 
und in Chromschwefelsiure zwecks Oxydation zu anorganischem Jodat aufgelést; 
wir stellten in Blindversuchen mit 1*1J fest, daB bei diesem Verfahren kein Jod ent- 
weicht. Alle Impulszahlmessungen wurden mittels GM-Becherzahlrohr gemessen*. 
In 6 Versuchsgruppen wurden die Tiere nach der Injektion in Stoffwechselkafigen 
gehalten, Kot und Harn gesammelt und ihre Impulswerte gemessen (Tab. 2). 
Weiterhin wurde in einigen Versuchsreihen in Blut und homogenisierten Schild- 
driisen durch 5proz. Trichloressigsiure das EiweiB gefallt. Der abzentrifugierte 
EiweiB-Niederschlag wurde in 0,1n NaOH gelést und nach wiederholtem Umfallen 
mit Trichloressigsiure durch Chromschwefelsiure verascht und die Aktivitat ge- 
messen. 

Bei allen Versuchen ist der mittlere Fehler des Mittelwertes berechnet worden. 
Die statistischen Sicherungen wurden stets nach dem ¢-Test von Student durch- 
gefiihrt. 


Ergebnisse 
Grundumsatzuntersuchungei 


Aus Abb. 1 ist zu entnehmen, da} der Grundumsatz der mit Diadt V 
gefiitterten Tiere im Mittel um 25% hoher liegt als bei den mit Diat I 
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Abb. 1. Grundumsatzwerte der Tiere auf Diit V (Hefediat) in % der Werte von 
Geschwistertieren, die mit Diat I (Milchdiat) ernahrt wurden. Der Mittelwert liegt 
bei 125%. ’ 
5 M. Steuber in Mangolds Handbuch IV, S. 152. 
* Verwendete Zahlgerate: Inst. f. Geratebau d. D.A.W. bzw. des VEB Vaku- 
tronik, Dresden. ’ 
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ernahrten Tieren (p < 0,001). Die beiden Diaten unterscheiden sich im 
wesentlichen durch Art und Héhe ihres Rohprotein-Anteils. Bei Diat V 
ist der Rohprotein-Lieferant tiberwiegend Torulahefe, der Rohprotein. 
Gehalt liegt bei 9,5% der Didt, Diat I enthalt dagegen 21% Rohprotein, 
das zum gr6Bten Teil von Magermilchpulver gestellt wird. Durch Zulage 
von Chlortetracyclin* (Diat Vf), Vitamin E** (Diat Vc) und Methionin 
(Diat Vg) zur Diét V konnten die durch Hefe-Grund-Diat erhdhten 
Grundumsatzwerte im Mittel nicht signifikant gesenkt werden, wie aus 
Abb. 2 hervorgeht (p in allen Fallen > 1,0). 
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Abb. 2. Grundumsatzwerte der Tiere auf Diat Vc (@, Vitamin-E-Zulage), Diat Vf 
(O, Aureomycin-Zulage) bzw. auf Diat Vg (0, Methionin-Zulage) in % der Werte 
von Geschwistertieren, die mit Diat V (ohne Zulage) ernahrt wurden. 


131,J-Kinbau in die Schilddrise 


Die Ergebnisse sind aus Abb. 3 zu entnehmen. Die Diaten VI, VII, 
VIIL und IX, die im wesentlichen eine der beiden verwendeten Torula- 
hefen als Rohprotein-Quelle enthielten, ergaben bei den damit gefiitterten 
Tieren signifikant héhere Einbau-Prozente von 14J in der Schilddriise, 
als die zum Vergleich verwendeten Magermilch-Diaten I, II, III und IV 
(p < 0,001). Der verschiedene Gehalt der Diiten an Rohprotein (vgl. 
Tab. 1) hatte offensichtlich keinen Einflu8 auf den Jodeinbau (Gr. 7—9). 
Die Unterschiede wurden auch nicht beeinfluBt, wenn, wie in den Hefe- 
diaten VIIb und VIIIb, 0,4% Cystin (Gr. 13 und 24) zugelegt oder wenn, 
wie in den Diaten VIII c und IX c (Gr. 16 und 27), pro Tier und Tag 3 mg 
x-Tokopherol verabreicht wurden. 

Ein Ersatz des jodfreien Salzgemisches nach McCollum‘ durch 
das 0,004% KJ enthaltende Gemisch USP XIV® verringerte allgemein 
die absolute Einbaurate, ohne daB die Unterschiede zwischen Hefe- und 
Milchdiaten beeinfluBt wurden (Gr. 20—22; p < 0,001). Ebenso wie das 
Salzgemisch USP XIV wirkte auch eine Zulage von 40 ug KJ pro Tier 
und Tag (Gr. 18 und 19). Interessant sind ferner die Ergebnisse mit den 
Diaten Xa und XI (Gr. 19 und 32), in denen neben 15% Magermilch- 


* Aureomycin der Fa. Lederle, USA. 
** Tokopharm d. Pharmasan-KG, Halle/Saale. 
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Vil 7 3,05 | 11,5 68 4 
i 8 3,19 | 13,0 94 4 17—30 
I 9 2.71 | 24 115 4 
vub| 13 9,67 | 11,5 60 5 ‘<08 
i 14 4,0 13,0 74 5 ee 
1X 15 1,32 | 12,2 46 4 os" ae 
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VII VIII 26 2,81 | 15 41 6 
’ Ville | 27 1,82 | 15 41 6 14—16 
rula- IIL 28 3,81 15 54 6 
erten 
riise, VIII 29 5,57 | 15 50 6 
Ile | 30 0.25 | 15 88 6 7-43 
d Iv 111 31 0,37 | 15 91 6 
(vgl. 
a IX 17 2,62 | 12,2 62 5 
Tefe- Ila] 18 0,72 | 13,0 166 5 |27-34 
= : 
enn, Xal 19 1,52 | 13,7 87 5 
3 mg 
XI 32 0,38 | 15 152 6 
Ivd] 33 0,36 | 15 164 6 | 40-41 
urch lI 34 0,41 15 182 
mein 
und Ix 20 0,59 | 12,2 66 5 
» das Il 21 0,36 | 13,0 104 5 |30—34 
DI 
Tier 11 22 0,53 | 15 115 5 10 2 9% 40 50 
den 
ilch- | Abb. 3. 181J-Einbau in die Schilddriise von Ratten bei Hefediat (schwarze Saulen), 
Milchdiat (leere Saulen) bzw. kombinierter Milch-Hefe-Diat (schraffierte Saulen) 
und unter verschiedenen Zulagen (vgl. Tab. 1). 
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pulver 20 bzw. 7% Trockenhefe enthalten waren. Beide Diaten bewirkten 
im Vergleich mit den Milchdiaten ILa, III und IVd noch eine signifikante 
Erhéhung der 11J-Aufnahme. Zwischen den Diaten III und IVd besteht 
beziiglich der Einbaurate von '*!J kein Unterschied; Diat [Vd unter. 
schied sich von III dadurch, daB anstelle des 3proz. Hefeanteiles als 
Vitaminquelle ein Gemisch von B-Vitaminen gegeben wurde. Eine Er- 
héhung des B-Vitamingemisches um das 40fache (Gr. 30) hatte keinen 
EinfluB auf den Jodeinbau. 

Bei 18 Tieren, die mit den Diiten VIII, VIIIe und III gefiittert 
worden waren, wurde 22 Stdn. riach der Verabreichung von 1*4J der Ge- 
halt der Schilddriisen an markiertem organisch gebundenem Jod be- 
stimmt (vgl. Methodik). Die Werte lagen unabhangig von der Diat bei 
94,1 + 0,28% der Gesamtaktivitat der Driisen. Bei 6 weiteren Tieren, 
die nach 4 Stdn. getdtet wurden, betrug der entsprechende Wert 
91,67 + 154%. Bei etwa 30 Tieren aller Diéten konnten in jeweils 
etwa 0,5 g Muskulatur sowohl nach 4 als auch nach 22 Stdn. nur Aktivi- 
tiiten gemess2n werden, die unter 0,001% der gesamten verabreichten 
Impulsmenge lagen. Geringfiigig hdher lagen die Werte beim Blut. Uber- 
einstimmend mit diesen Befunden sind die Ergebnisse der Tab. 2, aus 


denen hervorgeht, iaB nach 22 Stdn. rund 90% der Gesamtaktivitat in 


Ausscheidung (Harn und Kot) und Schilddriise festzustellen war; wenn 
die Tiere wahrend dieser Zeit gefiittert wurden, stieg der Wert auf fast 
100%. ° 


Tab. 2. Speicherung und Ausscheidung von !*1J. 


























Imp./Min. % der injizierten Aktivitat Stdn. 
Grup Diat). .. Aus- Vers.-Dauer 
Nr. Nr. eg schei-] | mart Schilddriise | Summe]| nach der 
riise | Gung | Scheidung injektion 
1 VI | 2412 | 2924 | 32,3+5,69 | 26,8 + 3,34 59,3 + 
2 I | 1056 | 4390 | 48,7 + 4,9 11,7 + 0,81 60,5 + 
3 VI | 1116 | 5883 | 74,6 +5,62 | 14,1 + 4,22 88,8 22 
4 I | 584 | 6505 | 82,0 + 3,46 7,2 + 3,08 89,4 22 
5 VI | 1808 | 6907 | 73,6 + 3,46 | 19,0 + 2,81 92,7 22* 
6 I | 777 | 8488 | 91,2 + 2,2 8,0 + 1,28 99,3 22* 





* Tiere nach der Injektion gefiittert. 


Besprechung der Ergebnisse 

Mittels der beiden verwendeten Methoden, Bestimmung des Grund- 
umsatzes und Untersuchung der Einbaurate von markiertem Jod, 
konnte eindeutig bewiesen werden, daB durch die nekrogenen Hefe- 
didten im Vergleich mit optimalen Diaiten eine Aktivierung der Schild- 
driise zu beobachten ist. Gegen die Versuche mit markiertem 1!J kann 
dabei nicht der Einwand erhoben werden, daB die Tiere unter den Hefe- 
didten an einem relativen Jodmangel gelitten hatten und daB deshalb 
die Kinbaurate erhéht worden sei: Ein Ersatz der jodfreien durch die 
jodhaltige Salzmischung USP XIV bewirkte zwar allgemein eine nied- 
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rigere Einbaurate, die durch den erhdhten Jodpool zu erklaren ist, der 

Unterschied gegeniiber den vollwertigen Diaten blieb dagegen signifikant 

erhalten. Das gleiche gilt fiir die Versuche mit Zulage von Kaliumjodid 

zur McCollum-Salzmischung. 

Auch eine Speicherung als anorganisches Jod, ahnlich wie sie unter 
bestimmter Thiouracil-Dosierung® beobachtet wird, lag nicht vor, denn 
unsere Ergebnisse beweisen, daB bei allen unseren Versuchstieren tiber 
90% des markierten Jods der Schilddriise bereits nach 4 Stdn. organisch 
gebunden war. 

Da die Tiere mit den optimalen Didten ein wesentlich besseres 
Wachstum erzielten als die Tiere auf den Hefediaiten, kénnte die nied- 
rigere Einbaurate des markierten Jods bei ersteren durch die verhaltnis- 
maiBig ge6Bere Jodaufnahme des tibrigen Korpergewebes gedeutet wer- 
den. DaB eine derartige Auslegung nicht zutrifft, zeigt Tab. 2: Nach 
22 Stdn. war kaum noch Jod an irgendeiner Stelle des Kérpers, auBer in 
der Schilddriise, zu finden. Das nicht von diesem Organ aufgenommene 
markierte Jod war durch Kot und Harn ausgeschieden worden. 

Trotz dieses eindeutigen Beweises, daB die verwendeten leber- 
schidigenden Diaten auch gleichzeitig eine erhohte Schilddrisenaktivitat 
bewirken, erscheint uns der Zusammenhang zwischen den beiden Effekten 
noch nicht endgiiltig bewiesen, denn unsere Versuche, bei denen Methio- 
nin, Cystin, «-Tokopherol oder Aureomycin den Diaten zugelegt worden 
waren, verhiiteten zwar in Analogie zu entsprechenden Versuchen der 
Literatur einwandfrei den Zusammenbruch der Leber infolge einer massi- 
ven Nekrose, hatten aber keinen EinfluB auf den erh6hten Grundumsatz 
oder auf das erhéhte Jodspeiche:ungsvermégen der Schilddriise. Zwei 
Hypothesen sind auf Grund dieses Sachverhaltes zu diskutieren: 

1. Beide Effekte der Diat haben miteinander nichts zu tun und werden 
nur zufallig nebeneinander erzeugt. 

2. Die Schilddriisenaktivierung hangt zwar primar oder sekundar mit der 
Leberschidigung zusammen; sie kann aber nicht durch die unter- 
suchten leberschiitzenden Zulagen behoben werden. 

Im Hinblick auf die Untersuchungen von McLean und Beveridge? 

und die Erfahrungen der Klinik erscheint die letztere Hypothese wahr- 

scheinlicher. Wir sind damit beschaftigt, eine weitere Klarung der Ver- 
haltnisse zu erreichen. Vor allem wollen wir priifen, ob fiir die Schild- 
driisenaktivierung eine oder mehrere spezifische Substanzen verantwort- 

lich sind. Wir untersuchen die verwendete Hefe in dieser Richtung. Im 

Hinblick auf den praktischen Einsatz der Trockenhefen, speziell in der 

Tierernahrung, ist der Befund, daB 3,3% Hefe in der Diat keine Schild- 

driisenaktivierung verursacht, wesentlich; das gleiche diirfte auch fiir 

einen Anteil von 5% gelten. Dagegen bewirkt ein 7,2proz. Hefeanteil 
schon eine signifikante Aktivierung der Schilddriise. 

6 A. Taurog, J. L. Chaikoffu. D. D. Feller, J. biol. Chemistry 171, 189 


[1947]; R. H. Williams, H. Jaffe u. J. A. Taylor, Amer. J. med. Sci. 219, 7 
[1950]. 
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Zusammenfassung 


. Sogenannte nekrogene Hefediaiten bewirken bereits sehr friihzeitig 


eine Grundumsatzsteigerung im Vergleich mit Tieren, die optimal 
ernahrt wurden. 


. Unter den gleichen Bedingungen lag die Einbaurate von 1*1J in die 


Schilddriise erheblich héher als bei den optimal ernahrten Geschwister- 
tieren. 


. Zulagen von Substanzen, wie Methionin, Cystin, x-Tokopherol und 


Aureomycin, die die Leberschadigung verhiiten kénnen, hatten keinen 
EinfluB auf die Aktivierung der Schilddriise. 


Summary 


. Necrosis-causing yeast diets caused a very early increase of basal 


metabolism as compared to optimally fed animals. 


. Under the same conditions the rate of incorporation of }*1I into the 


thyroid gland was considerably higher than in the optimally fed 
animals of the same litter. 


. The addition of substances which prevent the liver damage, like 


methionine, cystine, «-tocopherol and aureomycin, had no influence 
on the stimulation of the thyroid gland. 
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Die Einwirkung von Perjodsaure auf Prokollagen, II’ 


Aminosdurenanalysen 
Von 
Helmut Hérmann, Kurt Hannig und Gerhard Fries 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir EiweiB- und Lederforschung, Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15, Januar 1959) 


GraBmann und Kihn hatten 1955 dariiber berichtet?, daB Kol- 
lagen unter der Einwirkung von Perjodsaure bei 40° in Lésung geht. 
Diese Tatsache hat uns veranlaBt, die Reaktion von Perjodsdure mit 
Kollagen naher zu untersuchen. Wir wahlten dazu ldsliches Kollagen 
(Prokollagen), das man durch Extraktion von kollagenem Material mit 
Citratpuffer erhalten kann und das sich in der Zusammensetzung und 
Reihenfolge der Aminosdéuren von ausgereiftem Kollagen praktisch 
nicht unterscheidet* 5, héchstens daB Quervernetzungen fehlen, die die 
Unléslichkeit von ausgereiftem Kollagen verursachen® (vgl. dagegen 
Lo} 

In einer J. Mitteilung! berichteten wir bereits dariiber, daB bei der 
Einwirkung von Perjodsaiure auf essigsaure Lésungen von Prokollagen 
bei Zimmertemperatur der geringe Hexosenanteil dieses Faserproteins 
innerhalb einer Stunde bis zu einem Endwert von etwa 80% zerstort 
wird und daB weiterhin in einer wesentlich langsameren Reaktion, die 
erst nach 150—200 Stdn. zu Ende kommt, die Seitenkette des Hydroxy- 
lysins abgebaut wird, wobei Formaldehyd und Ammoniak entstehen. 
Die Oxydation dieser beiden Kollagenbestandteile war besonders inter- 
essant, da aus ihnen Aldehydgruppen entstehen, die AnlaB zu der be- 
kannten Perjodat-Schiff-Reaktion des Kollagens geben. Die Frage, in 
welchem MafBe auch die anderen Aminosauren des Kollagens von Perjod- 
siure angegriffen werden, soll in der vorliegenden Arbeit an Hand von 
Aminoséurenanalysen untersucht werden. 


1 J. Mitteil.: H. Hérmann u. G. Fries, diese Z. 311, 19 [1958]. 

2 W. GraBmann u. K. Kihn, diesa Z. 301, 1 [1955]. 

3 J. H. Bowes, R.G. Elliott u. J. A. Moss in J. T. Randall, Nature and 
Structure of Collagen, S. 199, Colloid and Biophysics Commitee of the Faraday 
Society at Kings College, London 1953; Biochem. J. 61, 143 [1955]. 

4 W. GraBmann, K. Hannig u. M. Pléckl, diese Z. 299, 258 [1955]. 

5 D. S. Jackson, A. A. Leach u. 8S. Jacobs, Biochim. biophysica Acta 
[Amsterdam] 27, 418 [1958]. 

6 K. H. Gustavson, Sve. chem. Tidskr. 67, 116 [1955]; J. Amer. Leather 
Chemists Assoc. 50, 239 [1955]; W. GraBmann, Leder 6, 241 [1955]. 

7 A. A. Tustanowsky, A. L.Saides, G. W. Orlowskaja u. A. N. Mik- 
hailov, Ber. Acad. Wiss. UdSSR 97, 121 [1954]; A. Mikhailov, Leder 8, 254 
[1957]. Stellungnahme zu diesen Arbeiten: W. GraBmann, Leder 9, 121 [1958]. 
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Zahn und Ziirn® hatten bei der Oxydation von Kollagen mit 
Perjodat bei 40° einen weitgehenden Abbau von Hydroxylysin fest. 
gestellt. Sie fanden weiterhin, daB die geringe Menge Tyrosin, die im 
Kollagen vorkommt, praktisch vollkommen verschwindet und da 
Methionin abnimmt. Der Gehalt an Hydroxyprolin soll nach Angaben 
von Maekawa und Kushibe® bei der Oxydation von Gelatine mit 
Perjodat nicht nennenswert abnehmen. GraBmann und Kihn? 
haben bei der Oxydation von Kollagen mit Phenyljodosoacetat, das in 
vieler Hinsicht ahnliche Oxydationseigenschaften wie Perjodsdure auf- 
weist, jedoch zu einer Spaltung der Kollagenkette fiihrt!?, -gefunden, 
da8 Tyrosin und Methionin oxydiert werden, wahrend die anderen 
Aminosauren nur geringfiigige Veranderungen erleiden. 

Bei der Oxydation von Prokollagen mit Perjodsiure beobachtet 
man, wie bereits in der ersten Mitteilung erwahnt, zu Beginn der 
Reaktion einen schnelleren Verbrauch des Oxydationsmittels, ent- 
sprechend etwa 2,8 Mol pro 100 Mol Aminosaéuren (2,3 Mol pro 100 Mol 
Protein-Stickstoff*). Nach etwa 5 Stdn. nimmt dieser anfanglich starkere 
Verbrauch ab, ohne allerdings zum Stillstand zu kommen. Vielmehr 
geht die Perjodsiureabnahme in einer etwa linear verlaufenden Reak- 
tion stetig weiter (l.c.1, Abb. 1). Nach 150 Stdn. betragt die Abnahme 
bei 20° beispielsweise etwa 7,2 Mol JO,° pro 100 Mol Aminosauren des 
Prokollagens. 


Um die Vorginge bei der Oxydation einigermaBen in ihrem zeit- 
lichen Verlauf zu erfassen, wurden Prokollagenproben nach einer 
kurzen Oxydation von 5 Stdn., also am Ende der rascher verlaufenden 
Perjodséureaufnahme, und nach 150 Stdn. untersucht. Die betreffenden 
Proben wurden nach Zerstéren des Oxydationsmittels mit Sulfit durch 
Dialyse von Salzen befreit, wobei kein Verlust an stickstoffhaltiger 
Substanz zu beobachten war (vgl. l.c.'). Nach dem Gefriertrocknen 
hatte der Riickstand allerdings trotzdem einen geringeren Stickstoff- 
gehalt als das Ausgangsmaterial, was auf eine Adsorption der ver- 
wendeten anorganischen Reagenzien, vornehmlich Jodid und Sulfit, zu- 
riickgefiihrt werden muB. Die Proben wurden hydrolysiert und die 
Aminoséuren durch Chromatographie an einer Ionenaustauschersaule 
nach Moore und Stein? mit automatischer Registrierung der Ergeb- 
nisse in der Anordnung von K. Hannig™ aufgetrennt. Die erhaltenen 
Werte zeigt Tab. 1. Die Angaben sind in Prozent vom Gesamtstickstoff 
(A) und in Mol pro 100 Mol Aminosauren (B) angegeben, um einen Ver- 

* In der I. Mitteil. war falschlicherweise ein Wert von 3,4 Mol Perjodsaure 
pro 100 Mol Proteinstickstoff angegeben worden. 

8 H. Zahn u. L. Ziirn, Z. Naturforsch. 12b, 788 [1957]. 

® K. Maekawa u. M. Kushibe, Bull. chem. Soc. Japan 27, 277 [1954]. 

is, St. Moore u. W. H. Stein, J. biol. Chemistry 192, 663 [1951]; 211, 893 
1954]. 
' 11K. Hannig, Vortrag 6. Elektrophoresekolloquium, Briigge, Mai 1958; 
Clin. chim. Acta 4, 51 [1959]. 
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gleich mit den friiher wiecergegebenen Analysenergebnissen’ zu ge- 
statten, welche zum Teil auch stickstofffreie Verbincungen (Hexosen, 
Formaldehyd) beinhalten. 


Tab. 1. Aminosdurenanalysen von Prokollagen nach Oxydation mit Perjodsaure. 
Angaben in % vom Gesamt-N (A) und in Mol/100 Mcl Aminosauren (B). 























Oxydationsdauer 
0 Stdn. 5 Stdn. 150 Stdn. 
A | B A | B A B 
Asparaginsaure 3,91 4,67 3,73 4,54 3,92 4,76 
Glutaminsaure . 6,17 sot 6,03 7,35 6,10 7,40 
CCM 2 isictoronexs 27,62 32,99 26,78 32,58 27,08 32,82 
MIR Ss 3 2i2 <5 9,15 10,83 8,96 10,81 9,18 11,13 
ATR Naccc.(s tae e 2,48 2,96 2,78 3,38 2,72 3,30 
Threonin ..... 1,50 1,79 1,51 1,84 1,39 1,69 
Tyrosin ...... 0,35 0,42 0,11 0,13 < 0,05 — 
WAI fois clis asc 1,60 1,91 1,54 1,88 1,82 2,21 
Methionin..... 0,36 0,43 0,18 0,22 < 0,05 — 
Isoleucin...... 1,15 1,37 1,20 1,46 1,25 1,52 
Leucin ....... 2,07 2,47 1,87 2,28 1,97 2,39 
Phenylalanin .. 1,03 1,23 1,02 1,24 UR | 1,35 
PrOlM 4.5.6..'3% 11,57 13,80 11,22 13,66 11,73 14,22 
Hydroxyprolin. 6,91 8,25 8,11 9,87 6,15 7,46 
Histidin ...... 1,28 0,51 0,56 0,21 1,08 0,43 
MGWRU so: 5c5ceis;3.47 5,09 3,05 5,00 3,04 5,08 3,08 
Hydroxylysin . 1,35 0,81 0,62 0,38 < 0,05 — 
Arginin ....... ; 17,22 5,14 16,89 5,13 17,38 5,26 
Methioninsulfon — - ~- 0,52 0,63 
Unbekannt 
(basisch) .... — — — — 0,57 0,35 
Ammoniak .... 3,93 (4,68) 4,12 (5,01) 4,46 (5,42) 
Summe 104,74 100,06* | 102,17 | 100,00* | 103,51 100,00 * 
Stickstoff- pre Reais = 
gehalt % 14,91 * 16,15 14,72 











* NH; nicht mitgezihlt. 
** Nach Vorbehandlung mit jodidhaltiger schwefliger Siure und Dialyse. 


Zum Vergleich wurde auch eine nicht oxydierte Probe untersucht. Um die- 
selbe den oxydierten Proben anzugleichen, welche stets anorganische Ioren adscr- 
biert hatten, wurde sie vorher in essigsaurer Lésung mit jodidhaltiger schwefliger 
Saiure behandelt und anorganische Salze anschlieBend durch Dialyse wieder ert- 
fernt. Nach dem Gefriertrocknen hatte dieses nicht oxydierte Vergleichsmaterial 
einen Stickstoffgehalt von 14,91%, wahrend das Ausgangsmaterial 17,4% N be- 
saB. Beim Veraschen hinterblieb ein Riickstand von 2,57%. Die Aminosaure- 
analyse deckt 104,74% vom Gesamtstickstoff des eingesetzten Prokcllagens. Ent- 
sprechend dem Gehalt an anorganischer Substanz bestreitet sie nur 84,4% des 
Gewichtes der Einwaage. Berechnet man jedoch unter Zugrundelegung des ur- 
spriinglichen Stickstoffgehaltes von 17,4% auf die reine Kollagensubstanz der 
Einwaage, so findet man eine Gewichtsausbeute der Analyse von 98,3%. Die 
ermittelte Zusammensetzung stimmt mit alteren Angaben aus unserem Institut* 
und von Bowes, Elliott und Moss? befriedigend iiberein. Auch eine vor kurzem 
erschienene Analyse von D. 8. Jackson, Leach und Jacobs? ist ohne nennens- 
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werte Abweichungen. Gegeniiber den fremden Autoren finden wir etwas hodhere 
— fiir Prolin, Lysin und Arginin und etwas niedrigere fiir Serin und Hydroxy. 
pron. 

Durch die Oxydation treten nur bei wenigen Aminosauren charak. 
teristische Anderungen auf. Die meisten bleiben in verhaltnismaBig 
engen Grenzen konstant. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der 
I. Mitteilung! verschwindet Hydroxylysin nach 150 stdg. Oxydation 
vollstandig; nach 5 Stdn. ist es noch etwa zur Halfte vorhanden. Diese 
langsame Reaktionsweise der Aminolgruppierung mit Perjodsaure diirfte 
zum Teil ihre Ursache im sauren Reaktionsmedium haben, wodurch die 
Aminogruppe ionisiert und der Reaktion schwer zuganglich ist. Weiter- 
hin fehlen nach 150 Stdn. Tyrosin und Methionin, aber nach 5 Stdn. 
ist ihre Oxydation noch nicht abgeschlossen. 

Methioninsulfon, das in Ubereinstimmung mit Angaben von Moore, 
Spackman und Stein’ zwischen Asparaginséure und Threonin aus 
der Saule tritt, wurde in einer dem urspriinglichen Methionin aquiva- 
lenten Menge nach 150 stdg. Oxydation wiedergefunden. Fiir Histidin 
sind unsere Ergebnisse noch etwas unklar. Nach 5 Stdn. beobachteten 
wir eine Abnahme, nach 150 Stdn. dagegen keine. Die Hydroxyamino-. 
siuren Serin, Threonin und Hydroxyprolin erleiden keine bedeutenden 
Veradnderungen. Die etwas hdher gefundenen Werte fiir Serin und 
Hydroxyprolin nach 5 Stdn. Abbau diirften eher auf methodischen 
Fehlern oder, auf der Tatsache beruhen, daB die betreffende Amino. 
siure zusammen mit ninhydrinpositiven Abbauprodukten wandert. Die 
gleichbleibenden Werte der betreffenden Hydroxyaminosaéuren waren 
bereits auf Grund von Arbeiten von Nicolet und Shinn? sowie von 





anderen Autoren'1!5 zu erwarten, die gezeigt hatten, daB Serin und 
Threonin zwar als freie Aminosduren durch Perjodséure oxydiert wer. | 


den, im Peptidverband aber keinen Angriff erleiden, es sei denn, sie 
stehen am Aminoende. 

Die Hydrolysate der oxydierten Kollagenproben weisen einen ge- 
ringen Zuwachs an Ammoniak auf, der etwa der Zerstérung der Seiten- 
kette des Hydroxylysins aquivalent ist (5 Stdn. 0,33 Mol, 150 Stdn. 
0,74 Mol/100 Mol Aminosauren; vgl. dazu |.c.1). Der bei der Oxydation 
abgespaltene Ammoniak wird also offenbar bei der Dialyse nicht entfernt, 
sondern befindet sich noch in einer gewissen Bindung an das Prokollagen. 

Weiterhin findet man im Hydrolysat des 150 Stdn. oxydierten 
Prokollagens 0,35 Mol einer unbekannten basischen Aminosaéure/100 Mol 
Aminosauren, die offenbar ein Abbauprodukt darstellt. Bei der Berech- 
nung wurde angenommen, da sie zwei Stickstoffatome im Molekiil 





12 St. Moore, D. H. Spackman u. W. H. Stein, Analytic. Chem. 30, 1185 
[1958]. 

138 B. H. Nicolet u. L. A. Shinn, J. Amer. chem. Soc. 61, 1615 [1939]. 

14 P. Desnuelle, S. Antonin u. A. Casal, Bull. Soc. chim. biol. 29, 694 
[1947]. 

18 §. Fujii, K. Arakawa u. N. Aoyagi, J. Biochemistry [Tokyo] 44, 471 
[1957]; S. Fujii u. K. Arakawa, ebenda 45, 779 [1958]. 
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enthalt. Ein ahnliches Ergebnis hatten GraBmann und Kiihn? bei der 
Aminoséurenanalyse von Kollagen erhalten, das mit Phenyljodosoacetat 
oxydiert worden war. Es ist nicht sehr wahrscheinlich, daB diese ba- 
sische Aminosaure von Hydroxylysin stammt, vielmehr ist zu erwarten, 
daB der bei der Oxydation von Hydroxylysin entstehende Glutamin- 
siurehalbaldehyd bei der Hydrolyse eine Umwandlung in Glutamin- 
siure oder Prolin bzw. Hydroxyprolin erfihrt. Vielleicht sind die ver- 
haltnismaBig stark schwankenden Zahlen fiir Prolin und Hydroxy- 
prolin dadurch zu erklaren. 

Nach 5 Stdn. hat die durch die Analyse der Abbauprodukte be- 
stimmte Oxydation der Aminosduren Hydroxylysin, Tyrosin und 
Methionin sowie der Hexosen einen Wert erreicht, der einer Perjod- 
siureaufnahme von 2,60 Mol pro 100 Mol Aminosaure (2,15 Mol pro 
100 Mol Proteinstickstoff) entspricht (Tab. 2). Dabei wird angenommen, 
daB die Hexosen pro Mol nur ein Mol Perjodsdiure aufnehmen, welcher 
Wert von der Bindungsform der Hexosen abhangig und wahrscheinlich 
zu niedrig ist. Fiir den Verbrauch von 4 Mol Perjodsaure bei der Oxyda- 
tion von Tyrosin werden weiter unten Belege angefiihrt. 

















Tab. 2. Perjodsiurebilanz nach 5stdg. Oxydation von Prokollagen. 
. HJO,-Verbrauch | Oxyd. M * |HJO,-Verbrauch 
Oxydierte Komponente » ag ol - xy (B) — ‘Bes 
HexGken 3. 3 ss 3% 1 0,59 0,59 
Hydroxylysin..... 1 0,42 0,43 
Gyros) St 4 0,29 1,16 
Methionin. ...... 2 0,21 0,42 
Summe 1,52 2,60 





* GemiB8 Bausteinanalyse (Tab. 1). 
** Mol/100 Mol Aminosaduren des Prokollagens. 


Die beobachtete Oxydation der Aminoséuren und Hexosen deckt 
nach 5 Stdn. den gefundenen Perjodsaéureverbrauch (2,8 Mol/100 Mol 
Aminosauren) mindestens zu etwa 90%. Die Oxydation ist also offenbar 
sehr spezifisch. Im weiteren Verlauf der Reaktion beobachtet man eine 
gleichmaBig weiterschreitende Abnahme von Perjodsiure, die auch nach 
200 Stdn. nicht zu Ende gekommen ist. Die Abnahme wird nur zu 
einem kleinen Bruchteil (1,35 Mol/100 Mol Aminoséuren) durch die 
Oxydation der nach 5 Stdn. noch nicht vollstandig zerstérten Amino- 
siuren Hydroxylysin, Tyrosin und Methionin erklart. Da auch keine 
nennenswerten Veranderungen bei anderen Aminosauren auftreten, muB 
man annehmen, da8 es sich entweder um einen gleichmaBigen Angriff 
auf alle Aminoséuren im EiweiBverband oder um einen katalytischen 
Zerfall von Perjodséure unter der Wirkung der Oxydationsprodukte 
handelt. 

Die angefiihrten Ergebnisse bei der Einwirkung von Perjodsaure 
auf Prokollagen haben uns veranlaBt, die Wirkung von Perjodsaure 
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Tab. 3. Perjodsiureverbrauch von Aminosiuren und Peptiden. 0,125 mMol 
Aminosiure bzw. Peptid, 20 cm* 5proz. Essigsiure, 2,5 cm* 0,2m Na-Perjodat, 
20°, 140 Stdn. 











pte. Verbrauch : Verbrauch 
eemnd Mol HJO,/Mol sie unae Mol HJO,/Mol 

SIGE Sc gihs or eos 0,050 GEARS 58s aris te 0,004 
AIAN. 66 6.. + «4 0,127 CC, | ae es 0,000 
DONO rs [e6 a a 0,122 Ce ee 0,021 
AEE Po ses: > 0,527 GROANS so ss. oe 0,012 
Phenylalanin. . . . 0,563 - WONT ok oe - 0,021 
BWRIN® 8a ss ws 3,600 geen” a. cle 4,730 
i Se ee 1,570 Cbz-pro-hypro***. . 0,010 
Hydroxyprolin . . . 2,655 Gly-phe-ser .... 0,035 
Asparaginséiure . . . 0,720 Leu-gly-lys. .... 0,052 
Glutaminsaéure .. . 0,210 Pro-gly-phe .... 0,023 
RUVMUD cs cess es os 1,160 j 
Histidin. . .... 1,880 

PAPA Ss ss 0,584 














* 0,06 mMol; ** 0,03 mMol; *** 0,11 mMol, Cbz = Carbobenzoxy- 


auf Aminosduren und Peptide unter den gleichen Versuchsbedingungen | 
zu untersuchen. Die in Tab. 3 dargestellten Ergebnisse zeigen, daf freie | 
Aminosauren ohne perjodatempfindliche «-Aminolgruppierung bei Zim. | 
mertemperatur innerhalb von 140 Stdn. verhaltnismaBig groBe Mengen | 
Perjodséure verbrauchen. Nach Angaben von Arakawa’, der beson- 
ders bei erhéhter Temperatur (60°) eine deutliche Oxydation von «- 
Aminosiauren beobachtete, sollen dabei Kohlendioxyd, Ammoniak und 
der nachst niedrige Aldehyd entstehen. Als Aminosdure ohne besondere 
funktionellé Gruppe zeigt Prolin eine ausnehmend groBe Aufnahme 





von Perjodséure, wortiber bereits Desnuell, Antonin und Casal 
berichtet haben. Hydroxyprolin nimmt um 1,6 Mol mehr Perjodsaure | 
auf, als fiir die Spaltung der Iminolgruppierung notwendig ist. Mehr 
als ein Mol werden auch von Lysin und Histidin verbraucht. Von | 
Tyrosin wird die phenolische Gruppierung oxydiert, wobei 3,6 Mol auf. | 
genommen werden. 

Im Gegensatz zu den freien Aminoséiuren werden Peptide von 
Perjodsaure nur sehr wenig angegriffen. Diese Tatsache ist besonders 
augenfallig bei Prolinpeptiden, die nur eine sehr geringe Aufnahme 
zeigen, gleichgiiltig, ob Prolin am Amino- oder Carboxylende steht, 
wahrend die freie Aminoséure ziemlich stark oxydiert wird. Auch 
Carbobenzoxy-prolyl-hydroxyprolin zeigte, allerdings wegen seiner ge- 
ringeren Léslichkeit in etwas verdiinnterer Lésung, innerhalb von 
20 Stdn. einen Perjodsaureverbrauch von héchstens 0,01 Mol/Mol Peptid. 
Hydroxyprolin wird also ebenfalls im Peptidverband nur unwesentlich 
oxydiert. Genau so wenig wurde Glycyl-phenylalanyl-serin an seiner 
carboxylendstandigen Hydroxyaminosiure angegriffen, was bereits nach 


16 K. Arakawa, J. Biochemistry [Tokyo] 44, 217 [1957]. 
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Befunden von Fujii, Arakawa und Aoyagi! zu erwarten war. Glycyl- 
tyrosin hatte dagegen nach 140 Stdn. pro Mol 4,73 Mol Perjodsaure 
verbraucht, welche Menge offensichtlich zur Oxydation der phenolischen 
Gruppierung aufgewendet wurde. Wegen der geringen Léslichkeit muBte 
die Bestimmung bei Tyrosin und Glycyl-tyrosin bei geringerer Konzen- 
tration vorgenommen werden. 

Die Oxydation von EiweiBverbindungen mit Perjodsaure, die in 
vorliegender Arbeit am Beispiel des Prokollagens und an einigen Modell- 
peptiden untersucht worden war, stellt also offensichtlich eine ziemlich 
spezifisch verlaufende Reaktion dar, bei der nur wenige Aminosauren, 
Tyrosin, Methionin, Hydroxylysin, eventuell Histidin und nach An- 
gaben in der Literatur® 1417 Tryptophan, Cystein und Cystin in ihrer 
Seitenkette in verhaltnismaBig langsamer Reaktion erfaBt werden. 
Rasch werden dagegen nach unseren friiheren Befunden! Kohlen- 
hydratkomponenten zerstért, so daB diese Reaktion sich besonders gut 
zur Untersuchung von Glykoproteiden. eignen diirfte. 


Beschreibung der Versuche 


Das verwendete Prokollagen war aus Kalbshaut nach einer Vorschrift von 
Orechowitsch und Mitarbb.!® dargestellt. Nach zweimaligem Auflésen in 
0,5m Citratpuffer, py 3,3, und Wiederabscheiden durch Dialyse gegen 0,005m 
Na,HPO, hatte es nach scharfem Trocknen iiber P,O, einen Stickstoffgehalt 
von 17,4%. 

Oxydation mit Perjodsaure: 700 mg Prokollagen wurden in 80 cm? 10- 
proz. Essigsiure gelést, mit 10 cm* 0,2m NaJO, versetzt und mit Wasser auf 
100 cm? aufgefiillt. Die Oxydation wurde im Dunkeln bei 20° in einem Thermo- 
statenbad durchgefiihrt. Nach 5- bzw. 150stdg. Oxydation wurde iiberschiissige 
Perjodsiure mit Sulfit zerstért, die Lésung gegen Wasser dialysiert und gefrier- 
getrocknet. Eine Vergleichsprobe wurde in essigsaurer Lésung mit derselben Menge 
Sulfit versetzt, der die gleiche Menge Perjodat wie oben zugesetzt war, und 
dialysiert. Die Gewichtsausbeute an gefriergetrockneter Substanz betrug bei der 
nicht oxydierten Probe 101,2%, nach 5stdg. Oxydation 98,9% und nach 150 Stdn. 
98,8% der urspriinglichen Einwaage. Nach Trocknen iiber P.O; besafen die 
Priparate den in Tab. 1 angegebenen N-Gehalt. 

Aminosaurenanalysen: Von den zu untersuchenden Proben wurden 
3—6 mg mit 2 cm* 6n HCl im zugeschmolzenen Kélbchen unter N,-Atmosphare 
24 Stdn. bei 105° hydrolysiert. Nach Eindampfen im Exsikkator iitber P,0, wurde 
das Hydrolysat durch Ionenaustauschchromatographie nach Moore und Stein? 
aufgetrennt, wobei Farbentwicklung und Registrierung der Extinktionswerte in 
einer Anordnung von Hannig" automatisch durchgefiihrt wurden. Die Analysen- 
ergebnisse stellen Mittelwerte von 3- bzw. beim 150-Stdn.-Abbau von 2 Gesamt- 
analysen dar. 

Perjodsiureoxydation von Aminosauren und Peptiden: 0,125 mMol 
Aminosiure bzw. Peptid (Glycyltyrosin 0,06 mMol, Tyrosin 0,03 mMol) wurden 
in 20 cm® 5proz. Essigséure gelést, 2,5 cm* 0,2m Natriumperjodat zugesetzt und 
unter LichtausschluB bei 20° 140 Stdn. oxydiert. Der Perjodsiureverbrauch wurde 
durch ‘Titration des nicht verbrauchten Oxydationsmittels nach der Arsenit- 
methode von Fleury und Lange’® bestimmt. Bei Carbobenzoxyprolyl-hydroxy- 


17 W. F. Goebel u. G. E. Perlmann, J. exp. Medicine 87, 479 [1949]. 
18 V. N. Orechowitsch, A. A. Tustanowsky, K. D. Orechowitsch u. 
N. E. Plotnikowa, Biochimia 18, 55 [1948]. 
19 Pp. F. Fleury u. J. Lange, J. Pharmac. Chim. 17, 107 [1933]. ° 
g* 
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prolin (4,88-10-% Mol/l) wurde der Perjodsaiureverbrauch spektralphotometrisch 
an der Abnahme der Extinktion bei 310 mu nach Marinetti und Rouser” 
ermittelt. 

Herrn Prof. Dr. W. GraBmann sind wir fiir Diskussionen zu dieser Arbeit 
sehr zu Dank verpflichtet. Fri. R. Scharf danken wir fiir ihre Arbeit bei der 
Ausfiihrung der quantitativen Analysen, Herrn Dr. E. Wiinsch fiir die Uber. 
lassung von Peptiden. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die Unter. 
stiitzung der vorliegenden Arbeit. 


Zusammenfassung 


Die Veranderungen, die Prokollagen bei der Oxydation mit Perjod- 
siure erleidet, wurden an Hand von Aminoséurenanalysen nach 5 und 
150 Stdn. Oxydation bestimmt. Hydroxylysin, Tyrosin und Methionin 
werden in langsamer Reaktion oxydiert. Die anderen Aminosauren er- 
fahren praktisch keine Veranderung. Vergleichende Untersuchungen 


ergaben, daB freie Aminosduren unter denselben Bedingungen deutlich | 


Perjodsdiure verbrauchen, Peptide dagegen aber fast keine Aufnahme 
von Perjodsaure zeigen. 


Summary 


The change which procollagen undergoes during oxidation with 
periodic acid was determined by amino acid analyses after 5 and 150 hrs. 
oxidation. Hydroxylysine, tyrosine and methionine are oxidised slowly. 
The other amino acids undergoe practically no change. Comparative 
studies have shown, that under the same conditions the consumption 
of periodic acid by free amino acids is significant, whereas peptides 
show almost no uptake of periodic acid. 


20 G. V. Marinetti u. G. Rouser, J. Amer. chem. Soc. 77, 5345 [1955]. 
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Biokatalytische Abspaltung von Plasmal aus Plasmalogen, I 
Phanomenologie* 
Von 
0. W. Thiele 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Géttingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Januar 1959) 


Bei dem Versuch, eine etwa vorhandene enzymatische Plasmal- 
abspaltung durch kaufliche Trockenpraparate von Verdauungs-Enzymen 
nachzuweisen, fand sich, daB eine ,,spontane‘‘ Abspaltung von Plasmal 
(also auch ohne Zusatz von Enzym-Praparaten) in waBrigen Phosphatid- 
Solen eintrat. Die friiher beschriebene! Methode der Bestimmung von 
freiem Plasmal neben Plasmalogen konnte nur mit Hilfe von chromato- 
graphisch gereinigten Phosphatiden, die keine ,,Spontanspaltung“ auf- 
weisen, ausgearbeitet werden. Die auf diese Weise entdeckte ,,Spontan- 
spaltung‘‘ ist Gegenstand der folgenden Ausfiihrungen. 


Methodik 


Isolierung der Phosphatide: Als Ausgangsmaterial wurden frische Organe 
verwendet, und zwar Gehirn und Herzmuskel von Pferd und Rind, ferner Skelett- 
muskulatur (Adduktoren) der Ratte. Die Organe wurden so rasch wie méglich 
nach der Tétung der Tiere entnommen, oberflaichlich von Meningen, Perikard, 
Fettgewebe und GefaBen befreit, in kleinere Stiicke z2rschnitten und einige Tage 
unter Aceten an einem dunklen Ort aufbewahrt. Die weitere Extraktion erfolgte 
im Prinzip nach Klenk und v. Schoenebeck?. Die durch Fallung mit Aceton 
gewonnenen Phosphatide werden im folgenden als Rohphosphatide, nach Ab- 
trennung von Protagon als Rohglycerinphosphatide bezeichnet. Sie wurden stets 
unter Aceton aufbewahrt. Bei Bedarf wurde eine entsprechend groBe Menge iiber 
Nacht in einem verdunkelten Vakuumexsikkator getrocknet. Wenn nicht aus- 
driicklich vermerkt, wurden niemals Phosphatide verwendet, die langer als 18 Stdn. 
im Vakuumexsikkator aufbewahrt worden waren. 

Reinigungs- und Trennungsmethoden: Die Rohglycerinphosphatide 
wurden fiir manche Zwecke besonderen Reinigungsoperationen unterzogen, nam- 
lich der adsorptionschromatographischen Reinigung nach Hanahan u.a.%, der 
Reinigung mit MgCl,4 oder der Diffusionsreinigung®. Ferner wurden Dialysen 
* Die Untersuchungen wurden mit Mitteln der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft durchgefiihrt. Sie wurden 1955 an der Med. Univ.-Klinik GieBen 
begonnen. 

1 0. W. Thiele, diese Z. 300, 131 [1955]. 

2 E. Klenk u. O. v. Schoenebeck, diese Z. 209, 112 [1932]. 

3 D. J. Hanahan, M. B. Turner u. M. E. Jayko, J. biol. Chemistry 192, 
623 [1951]. 

4 J.M. McKibbin u. W. E. Taylor, J. biol. Chemistry 178, 17 [1949]. 

5 J. Folch, I. Ascoli, M. Lees, J. A. Meath u. F. N. Le Baron, J. biol. 
Chemistry 191, 833 [1951]. : 
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gegen Wasser und Behandlung mit Ionenaustauschern vorgenommen. In einigen 
Fallen wurden die Rohglycerinphosphatide in Rohlecithin und verschiedene 
Kephalinfraktionen aufgetrennt®. 

Herstellung der waiBrigen Phosphatid-Sole: Je nach Plasmalgehalt 
der verwendeten Phosphatide wurde eine Konzentration von 0,1 bis 0,4% gewahlt. 
Eingewogenes Phosphatid wurde in der berechneten Menge CO,-freien Wassers 
durch haufigeres Schiitteln oder Riihren unter Durchleiten eines Stickstoffstromes 
gelést. Dabei wurde meist bei Eisbadtemperatur und im Dunkeln gearbeitet. Vor 
weiterem Gebrauch wurde die Lésung filtriert; dann wurde nochmals N, durch- 
geleitet. Die Inkubation der Sole erfolgte im verdunkelten Schiittelthermostaten. 

Die Bestimmung von freiem Plasmal erfolgte nach einer besonders 
ausgearbeiteten Methode!’. Hierzu wurde 0,13 m/ Phosphatid-Sol .verwendet. 
Berechnet wurde nach 

LK = Co — (Co — 2) ele 
wobei 2, = freies Plasmal, 
x = Menge (abgelesener Extinktionswert bei 1 cm Schichtdicke und Filter 
S 53) von freiem Plasmal + durch Schiffsches Reagenz freigesetztem 


Plasmal, 

Co = Menge (Extinktion) von Gesamtplasmal — h. freiem + gebundenem 
Plasmal), 

e = Basis der natiirlichen Logarithmen = 2, 71828, 


ty = Zeit (min) der Einwirkung von Sc hiffechem Reagenz +- 7, 
ky = Reaktionsgeschwindigkeitskonstante bei Spaltung durch Schiff- 
sches Reagenz bei 20° = 4,0-10-* (min-). 


Der Absolutwert von xx wurde nicht errechnet, sondern zu cy in Relation gesetzt; 
XK/Cy gibt den Relativgehalt an freiem Plasmal an. Gelegentlich wurde freics 
Plasmal papierchromatographisch nachgewiesen (nach lI.c.°). 

Sonstige Bestimmungen: Plasmal wurde im getrockneten Phosphatid- 
gemisch mit einer modifizierten Christl-Methode® bestimmt; hierbei wurde még- 
lichst fiir Lichtabwesenheit gesorgt (verdunkeltes Wasserbad usw.), da sich heraus- 
stellte, daB die Plasmalwerte bei Gegenwart von diffusem Tageslicht etwas zu 
hoch sein kénnen. Bestimmung von Phosphor nach Teorell!®, von Gesamt- 
stickstoff nach Kjeldahl (Mikromethode), von Cholin-N nach Beattie! (mod. 
nach I.c.1#), von Amino-N nach Van Slyke?*, von «-Aminoséure-N nach Mou- 
basher und Sina". 


Ergebnisse 


Zeitabhangigkeit der Spontanspaltung: Stellt man ein 
waBriges Sol aus Rohphosphatid her und inkubiert es bei 37° bis zu 
3 Stdn., so erfolgt eine Abspaltung von Plasmal (Beispiel in Tab. 1). 
Eine solche Spaltung wurde in jedem der insgesamt 104 untersuchten 
Falle gefunden. Auch ohne Inkubation (bei tg;> = 0) ist eine gewisse 
Menge freien Plasmals schon vorhanden. Diese Tatsache ist darauf zu- 
riickzuftihren, daB bei der Herstellung des waBrigen Sols bei Zimmer- 


6 J. .Folch, J. biol. Chemistry 146, 35 [1942]. 

70. W. Thiele, diese Z. 306, 180 [1957]. 

8 O. W. Thiele u. H. Bergmann, diese Z. 306, 185 [1957]. 
® H. Christl, diese Z. 293, 83 [1953]. 

10 T. Teorell, Biochem. Z. 230, 1 [1931]. 

uF. J. R. Beattie, Biochem. J. 30, 1554 [1936]. 

2 G. Brante, Biochem. Z. 305, 136 [1940]. 

1 DPD. D. Van Slyke, J. biol. Chemistry 88, 425 [1929]. 

14 R. Moubasher u. A. Sina, J. biol. Chemistry 180, 681 [1949]. 
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Tab. 1. Spontanspaltung in waBrigen Rohphosphatid-Solen. 
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= : t Extinktion (1 cm) 

(min) Phosphatid (stdn.) rK/Co 
z Co LK 

0 0,050 0,321 0,026 0,081 
22 Pferdeherz I 1 0,101 0,320 0,081 0,253 
0,2proz. Sol 2 0,129 0,320 0,112 |. 0,350 
3 0,160 0,320 0,146 0,457 
22 Pferdehirn 0 0,058 0,198 0,045 0,227 
0,16proz. Sol 3 0,153 0,207 0,148 0,715 
37 Pferdeherz II 0 0,030 0,110 0,017 0,155 
0,15proz. Sol 3 0,067 0,112 0,060 0,535 


tz? 








= Inkubationszeit bei 37°. 








oder Eisbadtemperatur bereits eine geringfiigige Plasmalabspaltung er- 
folgt, zumal hierfiir eine Zeit von 30—60 Min. erforderlich ist. Im 
urspriinglichen Phosphatid konnte kein freies Plasmal vorhanden sein, 
da bei der Aufbewahrung der Phosphatide unter Aceton freies Plasmal 
volistaéndig in Lésung gegangen ware*. 

In einem Falle wurde aus Pferdehirn ein Rohphosphatid gewonnen, 
das bei 3 stdg. Inkubation eine 100proz. Plasmalabspaltung aufwies 
(vgl. Tab. 2 und Abb. 1). 


Tab. 2. Spontanspaltung von Pferdehirnphosphatid 
(0,16proz. Sol). ¢7 = 37 min. 

















hace Extinktion (1 cm) 
(min) rK [Co 
x Co eK 

0 0,092 0,220 0,072 0,327 

5 0,101 0,220 0,082 0,373 

15 0,114 0,218 0,097 0,445 

30 0,134 0,219 0,120 0,548 

60 . 0,159 0,219 0,149 0,680 
120 0,183 0,214 0,178 0,832 * 

180 0,221 0,220 0,221 1,005 











* Dieser Wert wurde aus einer neuen Versuchsreihe gewonnen; daher stimmt der Wert cy 
nicht mit den iibrigen cy-Werten iiberein. 


Organabhangigkeit der Spontanspaltung: Die Spaltungs- 





aktivitaét ist bei Hirnphosphatiden gréBer als bei Herz- und Skelett- 
muskelphosphatiden. So ergab sich aus 6 Fallen bei Pferdehirn fir 
a/c, ein Mittel von 0,724 nach 3 Stdn. Inkubation, aus 17 Fallen bei 
Pferdeherzphosphatid dagegen 0,395. Ein Paar von Beispielen zeigt 
Abb. 1. Nur in einem Falle wurde eine Ausnahme beobachtet; hier war 
die ————— des Pferdehirnphosphatids geringer als gewohn- 

* Davon kann man sich durch papierchromatographische Untersuchung 
iiberzeugen (siehe 1.c.°®). 
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lich. Auffallend ist ferner, daB diese Regel sowohl fiir Pferd als auch 
fiir Rind gilt. Phosphatide aus Rattenmuskulatur scheinen sich hin. 
sichtlich der Spontanspaltung etwa so zu verhalten wie Pferde- und 
Rinderherzphosphatide. 











k08 Aci | 
| ad 
4 
Abb. 1. Zeitlicher Verlauf der Spontan 
Oh peer spaltung bei Pferdehirn- und Pferdeherz- 
Fe “ 
a rohphosphatid (nach Tab. 1 u. 2). 




















60 » 120 150 180 
Mn. —~ 


EinfluB des Lésungsmittels: Fiir praktische Zwecke war die 
Frage von Bedeutung, ob auBer in waBrigen Solen auch in organischen 
Lésungsmitteln oder in trockenem Zustand eine Spontanspaltung er- 
folgt; in einem solchen Falle muBte jede Aufarbeitung von Phosphatid- 
gemischen: bei nachfolgenden Plasmalbestimmungen zu Fehlresultaten 
fiihren. 


Rinderherzrohphosphatid wurde in CCl, zu etwa 0,5% gelést, 3 Stdn. bei 37° 
inkubiert und anschlieBend papierchromatographisch (nach |.c.°) auf freies Plas- 
mal gepriift. Dabei wurde ebensowenig freies Plasmal gefunden wie bei dem 
gleichen Versuch in Chloroform-Lésung. Pferdeherzrohphosphatid verhielt sich 
ebenso. Auch 5 Min. langes Erhitzen der CCl,-Lésung im kochenden Wasserbad 
fiihrte nicht zum Auftreten von freiem Plasmal. Ferner wurde im Verlaufe von 
Lipidextraktionen aus Organen jede Fraktion und jede Lésung papierchromato- 
graphisch auf freies Plasmal gepriift; nur in einem Falle wurde freies Plasmal 
gefunden, woriiber bereits berichtet wurde®. 

Will man priifen, ob bei trockener Aufbewahrung von Rohphosphatiden im 
Exsikkator freies Plasmal entsteht, sc ist man vor folgende Schwierigkeiten ge- 
stellt. Bei Lésung der Probe in einem organischen Lésungsmittel geht das evtl. 
gebildete freie Plasmal mit in Lésung, ist aber dann beim Eindampfen eines 
aliquoten Volumens z.T. fliichtig. Bei Herstellung eines waBrigen Soles aus der 
festen Probe beginnt aber in jedem Falle die Spontanspaltung. Bei mehrwéchiger 
Aufbewahrung im Exsikkator kann man schlieBlich, falls eine Plasmalabspaltung 
eintritt, damit rechnen, daB das abgespaltene Plasmal durch Autoxydation oder 
Polymerisation ,,verloren‘‘ geht. Trocken aufbewahrtes Rohphosphatid wurde 
daher nicht auf freies Plasmal gepriift, sondern nach Lésen in CCl, eine gewohn- 
liche Gesamtplasmalbestimmung durchgefiihrt. Nach 5 Wochen war ein erheb- 
licher Verlust von Plasmal eingetreten (Tab. 3); dagegen ist der Verlust bei Auf- 
bewahrung unter Aceton nach 7 Wochen gering. Wegen dieses Befundes wurde 
bei allen Untersuchungen, bei denen Rohphosphatid-Sole gebraucht wurden, das 
benotigte Rohphosphatid nur héchstens 18 Stdn. im Exsikkator getrocknet; im 
iibrigen wurde es stets unter Aceton aufbewahrt. 


Von besonderer Bedeutung ist noch die Frage, ob durch Auf- 
bewahren der Rohphosphatide unter Aceton eine Minderung der Spal- 
tungsaktivitat im Laufe der Zeit erfolgt. Meist fand sich nach 4 bis 
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Tab. 3. Rinderherzphosphatid. Plasmalbestimmung in CCl,-Lésung 1:1200 (G/V). 























malik ~ aaa Plasmal | Plasmalverlust 
zei 

(Wochen) (%) (%) 
Im Exsikkator aufbewahrt : ia 62 
Unter Aceton aufbewahrt ; py 16 
Chromatographisch gereinigt, 0 2,97 — 
im Exsikkator aufbewahrt | 2,53 15 


Tab. 4. Spontanspaltung von Pferdeherzrohphosphatid 
(unter Aceton autbewahrt). t,,° = 3 Stdn. 








Tage nach der Schlachtung XR/Co 
9 0,322 

11 0,435 * 
71 0,445 





* Nach Abtrennen von Protagon. 


6 Wochen ein vollsténdiger oder fast vollstandiger Verlust der Spal- 
tungsaktivitat. Wie Tab. 4 zeigt, ist das jedoch nicht immer der Fall. 

Vergleich mit der Saiurekatalyse: Den Beweis der Realitat 
der Spontanspaltung kann man indirekt fiihren durch AusschluB aller 
Tauschungsméglichkeiten. Bisher war eine katalytische Spaltung von 
Plasmalogen nur durch Einwirkung von Quecksilber(II)-chlorid und von 
H,0°-Ionen bekannt. Die Gegenwart von HgCl, in Organextrakten 
kann man wohl von vornherein ausschlieBen, so daB noch der Nach- 
weis zu bringen ist, daB nicht die zufallige Anwesenheit von H,0°- 
Ionen die Spontanspaltung verursacht. 

H,0°-Ionen kénnen durch Zersetzung von bei der Organextraktion verwen- 


detem Chloroform in die Rohphosphatide gelangen. Da aber die Spontanspaltung 
auch in Fraktionen auftritt, die nicht mit Chloroform in Beriihrung gekommen 


waren, scheidet diese Storungsméglichkeit aus. 

Manche Phosphatide (vor allem Serinkephaline und Inositphospha- 
tide) sind sauer. Uber die Lage des isoelektrischen Punktes finden sich 
widersprechende Angaben!>. WaBrige Sole von Phosphatiden sind stets 
sauer, was aber z. T. auf die vermutete Gegenwart von Spuren freier 
Fettsduren zuriickgefiihrt wird!>!*, In den eigenen Versuchen wurden 
die pu-Werte der Rohphosphatid-Sole in den meisten Fallen gemessen 
(Glaselektrode oder Wasserstoff-Elektrode). Dabei ergaben sich meist 
pu-Werte von 4,8 bis 5,4, und zwar unabhangig von der Natur der 
Phosphatide und ihrer Konzentration (Tab. 5). Diese Werte wurden bei 


15 PHL Elworthy u. L. Saunders, J. Pharmacy Pharmacol. 8, 1001 [1956]. 
16 P. Desnuelle, in Progress in the Chemistry of Fats and other Lipids, 
Vol. I, S. 70, Pergamon Press, London 1952. 
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Tab. 5. pu-Messung von Pferdehirnrohphosphatid-Solen mit der 
Wasserstoff-Elektrode. 


Konzentration (%)... 0,64 0,32 0,16 0,08 
pu bei 18° .......... 5,19 5,32 5,32 5,32 




















méglichstem Ausschlu8 von Luft-CO, erhalten. Wurde bei CO,-Gegen- 
wart gearbeitet, so sank der pu-Wert des Soles auf etwa 4,2 oder sogar 
4,0, woraus auf eine geringe Pufferungskapazitét der Phosphatide zu 
schlieBen ist. 

_Es fragte sich, ob die dem pu von 4,8 bis 5,4 entsprechende Zahl 
von H,0°-Ionen eine so starke Plasmalabspaltung hervorruft, daB da- 
durch die Befunde der Spontanspaltung erklirt werden. Diese Frage 
14Bt sich aus friiher durchgefiihrten reaktionskinetischen Messungen! 
durch eine Rechnung beantworten. Die Reaktionskinetik des saure- 
katalytischen Zerfalls folgt der Gleichung 

In (cg — 2%) = Inc, — th. 
In dieser kann k nach 

k= k’-cu,co 
ersetzt werden, und man erhalt 

In (¢o — tq) = In cy — th’ cy, 00- 

Setzt man ferner cy = 1, so erhalt man statt 2, die Relativwerte xx/cy: 

In (2/co) = tk’ cu,00 . 
Hierin ist ¢ die Inkubationszeit (Min.) bei 37°, k’ ist die Geschwindig- 
keitskonstante, die frither! zu ~ 0,38 (/-g-Ion-!-min.-!) bestimmt wurde, 
und ¢y,ce ergibt sich aus der Sérensenschen Definitionsgleichung. 
Rechnet man nun 2«/cy fiir verschiedene pu-Werte aus, so bekommt 
man die Werte der Abb. 2. 


























08 \ 

! \ 4 Abb. 2. py-Abhangigkeit der siurekatalytischen 

. Spaltung fiir ¢,,0 = 180 bzw. 5 Min. 

O41 iS . x, = durchschnittl. Wert der Spontanspaltung 
a Ss bei Pferdehirnrohphosphatid nach 3 Stdn. 
= x, = desgl. bei Pferdeherzrohphosphatid. 
sey y 


ya 


Abb. 2 wurde unter der Voraussetzung der friiher durchgefiihrten reaktions- 
kinetischen Messungen erhalten, d.h. H,0°-Ionen wirkten nur wahrend der Zeit 
t,,0, danach wurden sie durch Neutralisation beseitigt. Dagegen ist die Wirkung 
der H,0®-Ionen bei den Spontanspaltungs-Versuchen nicht auf t;,° beschrankt, 
sondern dauert wahrend ty (bei 20°) fort. Dieser Unterschied macht sich aber 
nur bei geringem pa bemerkbar; in den hier in Frage kommenden Grenz-px- 
Werten von 4 bis 5 spielt dieser Unterschied keine Rolle, was ohne weiteres aus 
Abb. 2 hervorgeht. 
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Aus Abb. 2 ergibt sich, daB bei po = 4,0 innerhalb von 3 Stdn. 
iiberhaupt keine sdurekatalytische Plasmalabspaltung eintritt; erst bei 
px < 3,5 wird: sie allmahlich meBbar. Auch der Umsatz nach 5 Min. 
(vgl. den entsprechenden Wert in Tab. 2) tritt bei sdurekatalytischer 
Spaltung erst bei einem viel kleineren pu auf als bei der Spontan- 
spaltung. Die in Abb. 2 eingezeichneten Umsatzgr6Ben bei Spontan- 
spaltung zeigen deutlich, daB die Spontanspaltung mit der sdaure- 
katalytischen Spaltung nicht identisch ist. 

Dennoch kénnte trotz gréBerem pa des Rohphosphatid-Sols eine saure- 
katalytische Plasmalabspaltung durch im Innern der Phosphatidteilchen vor- 
handene saure Phosphatide eintreten. Dieser Einwand wird aber durch die schon 
erwihnte Tatsache entkraftet, daB die Spontanspaltung beim Aufbewahren der 
Rohphosphatide unter Aceton nach einigen Wochen verschwindet. Auch andere, 
noch zu erérternde Beobachtungen, entkraften den Einwand. 

Stoérung durch ,,Verdorbenheitsreaktion“: Da beim ,,Ver- 
derben*“* von Fett Aldehyde entstehen (papierchromatographischer 
Nachweis s. l.c.), ist es méglich, daB die Spontanspaltung durch eine 
,, Verdorbenheitsreaktion“ vorgetaéuscht wird. In den oben beschriebenen 
Versuchen scheint eine ,,Verdorbenheitsreaktion“ gréBeren AusmaBes 
auf den ersten Blick ausgeschlossen werden zu kénnen. Denn andern- 
falls miiBte nach der Inkubation der Wert fiir Gesamtplasmal (cg) gréBer 
sein, und zwar um den Betrag zx, als vor der Inkubation. cy ist aber 
vor und nach Inkubation innerhalb der Fehlergrenzen gleich (Tab. 1 
u. 2). Nur dann kénnte eine Tauschung vorliegen, wenn xx durch ,,Ver- 
dorbenheitsreaktion“‘ entstanden ware und c, (etwa durch thermische 
Zersetzung) um den gleichen Betrag abgenommen hatte. 

Obwohl dieses Zusammentreffen sehr unwahrscheinlich ist, wurde diese Frage 
experimentell untersucht. Man kann die ,,Verdorbenheitsreaktion“ durch Sauer- 
stoffausschluB, durch LichtausschluB oder durch Anwendung gewisser Anti- 
oxydantien?’ unterdriicken. Die Spontanspaltung wurde daher unter verschiedenen 
Bedingungen untersucht: Die Inkubation wurde anfangs in mit Gummistopfen 
verschlossenen Réhrchen bei Luftgegenwart und Einwirkung von diffusem Tages- 
licht in einem Schiittelthermostaten durchgefiihrt. Auch bei der Herstellung der 
waBrigen Sole wurde. anfangs keine besondere Vorsicht hinsichtlich Licht und 
Luft geiibt. Versuche dieser Art wurden verglichen mit solchen, die in Stickstoff, 
Kohlendioxyd und im Vak. (Verwendung von Wasserstrahlpumpe und Thun- 
berg-Réhrchen) durchgefiihrt wurden. 

Die Ergebnisse dieser Versuche zeigt Tab. 6. Die zusammen- 
gehérenden Werte stimmen so iiberein, daB von einer ,,Verdorbenheits- 
reaktion‘‘ keine Rede sein kann. DaB die ,,Verdorbenheitsreaktion“ viel 
leichter in papierchromatographischen Versuchen® eintritt, ist darauf 
zurtickzufiihren, daB dabei die Oberflache im Verhaltnis zur Masse er- 
heblich gr6Ber ist als bei Phosphatid-Solen. 

Allerdings wurde in vielen Fallen ein anderes Phanomen beobachtet: Bei 
Inkubation in Luft nahm die Konzentration von Gesamtplasmal etwas ab, wah- 
rend bei Inkubation in Stickstoff keine Abnahme erfolgte. Es handelt sich dabei 
um Autoxydation des freigesetzten Plasmals. Man konnte sie auch durch Zugabe 
von Reduktionsmitteln unterdriicken. Wirksam war Ascorbinséure, die mit 


17 -H. A. Mattill, Annu. Rev. Biochem. 16, 177 [1947]. 
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Tab. 6. Spontanspaltung in Luft, N,, CO, oder Vakuum. 
ee Extinktion (1 cm) 
(Stdn.) XK [eo 
x Co eK 





























; 0 0,060 | 0,287 | 0,040 | 0,139 

Pferdehirn _ Luft 3 0.173 | 0,286 | 0,163 | 0,568 
tp» = 22 min 

N, 3 0,172 | 0,287 | 0,163 | 0,568 

i. 0 0,050 | 0,159 | 0,032 | 0,200 

Pferdeherz — 3. 0,084 0,158 0,072 0,455 

ty = 37 min Vak 0 0,049 0,155 0,031 | 0,202 

3 0.083 | 0,155 | 0,071 | 0,458 

0 0,052 | 0,317 | 0,010 | 0,031 

Pfordehirn Vak. 3 0.259 | 0,316 | 0,250 | 0,791 
ty = 37 min 

CO, 3 0,258 | 0,315 | 0,249 | 0,791 


Tab. 7. Pferdehirnrohphosphatid, durch Phosphatpufferzusatz zur Zeit t3,° = 5 min 
weitgehend spaltungsinaktiv gemacht. py (Glaselekttode) = 4,96. Eine andere 
Probe wurde mit Ascorbinsaure-Puffer versetzt. 




















ty,° Extinktion (1 cm) @K,k tr 
mn Co ay |(Co)o—(Co)t| torr | 2K, kerr (Co)o 
Ohne ~Yy2 | 0,130 | 0,228 | 0,114 0 0,130 | 0,114 | 0,500 
Ascorbin- = (Co)o 
sdure 1 | 0,116 | 0,217) 0,100; 0,011 0,127 | 0,111 0,487 
2 | 0,110} 0,212 | 0,094] 0,016 0,126 | 0,110 | 0,483 
3 0,101 | 0,201 | 0,085 | 0,027 0,128 | 0,116 0,509 





Mit Ascorbin-| 14/,, | 0,130 | 0,228 | 0,114 
sdure 3 0,179 | 0,229 | C,171 

















Natronlauge auf py 5,0 eingestellt war. Ein typisches Beispiel fiir Autoxydation 
zeigt Tab. 7. Hier wurde Pferdehirnrohphosphatid 5 Min. inkubiert, dann 0,1m 
Phosphat-Puffer zugesetzt, um eine weitere Spaltung weitgehend zu verhindern 
(s. spaiter). Sowohl x wie cy nahmen mit der Zeit ab. Korrigiert man die Werte c, 
und z, indem man die Differenzen (cy), — (co)t zu den einzelnen x- und cy-Werten 
addiert, so kann man einen relativen Wert xk, kcrr/(¢o)) errechnen, in welchem 
der Anteil des autoxydierten freien Plasmals in Rechnung gesetzt wurde. In der 
letzten Spalte (Tab. 7) sieht man, daB dieser Wert innerhalb der méglichen 
Fehlergrenzen konstant ist. Das ist ein Beweis fiir die Richtigkeit der Annahme, | 
daB der Abfall von c, durch Verschwinden von freiem Plasmal verursacht wurde. 
DaB dies durch Autoxydation bewirkt wird, geht daraus hervor, daB dieses Pha- 
nomen niemals beobachtet wurde, wenn unter Stickstoff gearbeitet oder Ascorbin- | 
siure zugesetzt (Tab. 7) wurde. Merkwiirdigerweise war Na,S,O, als Antioxydans 
nicht wirksam. 


Stérung durch Mikroorganismen: SchlieBlich war noch zu 
priifen, ob die Rohphosphatide Mikroorganismen enthielten, welche die 
Spontanspaltung hatten vortaéuschen kénnen. Die Verwendung von 
bakteriostatisch wirkenden organischen Lésungsmitteln ist kein aus- | 





reichendes Kriterium fiir Abwesenheit von Mikroorganismen. 
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Von drei verschiedenen Rohphosphatid-Solen wurden Proben auf Blutagar- 
platten ausgestrichen; in keinem Falle wurde nach 4tagiger Bebriitung ein Wachs- 
tum von Keimen gefunden*. Damit werden zwar obligate Anaerobier nicht er- 
faBt; aber die Spontanspaltung bei Luftgegenwart schlieBt bereits eine Tauschungs- 
moglichkeit durch Anaerobier aus. 

Ferner wurde einem Rohphosphatid-Sol etwas Toluol zugesetzt, um eine 
mogliche bakterielle Reaktion wahrend der Inkubation zu verhindern. Die Spal- 
tung trat aber genau so ein wie ohne Toluolzusatz (Tab. 8). In Vorversuchen iiber- 
zeugte man sich, da8 Toluol in der hier verwendeten Konzentration weder Plasmal 
yortiiuscht noch mit der Schiffschen Reaktion interferiert. 


Tab. 8. Spaltung von Pferdehirnphosphatid (0,2proz. Sol) unter 
Zusatz von 1 Tropfen Toluol/m/ Sol. ty = 22 min. 














‘ Extinktion (1 cm) 
‘9 LK/Co 
‘v 
(Stdn.) * ee 2K 

, 0 0,061 0,344 0,035 0,102 
Mit Toluol 3 0.238 | 0,343 | 0,298 | 0,665 
Ohne Toluol 0 0,060 0,343 0,034 0,099 
a Sen 3 0,238 0,345 0,228 0,661 

















Konzentrationsabhangigkeit der Spontanspaltung: Fir 
spiter zu erérternde Versuche ist es von Bedeutung zu wissen, ob die 
Umsatzgr6Be bei der Spontanspaltung von der Konzentration des Roh- 
phosphatid-Sols abhaingt. Die Priifung (Tab. 9) ergab Unabhangigkeit 
innerhalb der gewohnlich verwendeten Konzentrationsbereiche. 


Tab. 9. Abhangigkeit der Spaltung des Pferdeherzrohphosphatids von der Kon- 
zentration des Sols. ty = 37 min; t,,¢ = 3 Stdn. 

















Konzentration Extinktion (1 cm) " 
(%) hs 
x | Ce 2K 
~ 0,36 0,329 0,579 0,288 0,497 
~ 0,24 0,206 0,360 0,181 0,502 
~ 0,12° 0,105 0,186 0,092 0,492 





Diskussion 


In waBrigen Solen von Rohphosphatiden tritt eine zunachst als 
,spontan‘‘ bezeichnete Abspaltung von freiem Plasmal bei Inkubation 
ein. In organischen Lésungsmitteln erfolgt eine solche Abspaltung nicht. 
Das ist nach Ermittlung der Plasmalogenstruktur als Enolather?® ver- 
stiindlich, da hiernach die Abspaltung von Plasmal mit einer Hydrolyse 


* Fir die Durchfiihrung der bakteriologischen Untersuchungen danke ich 
Fraulein 8. Wulf. 

18 M. M. Rapport, B. Lerner, N. Alonzo u. R. E. Franzl, J. biol. 
Chemistry 225, 859 [1957]; M. M. Rapport u. R. E. Franzl, J. Neurochemistry 
1, 303 [1957]; H. Debuch, Bicchem. J. 67, 27P [1957]; J. Neurochemistry 2, 243 
[1958]; diese Z. 311, 266; R. J. Blietz, diese Z. 310, 120 [1958]. 
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verbunden ist. Lage die Halbacetal-Form vor, so ware keine Hydrolyse 
erforderlich. DaB bei trockener Aufbewahrung der Rohphosphatide ein 
,,Verlust’‘ von Plasmal eintritt, kann mit der Hygroskopie der Phos. 
phatide erklirt werden. Es ist méglich, daB auch beim Aufbewahren 
im Exsikkator Spuren von Wasser, besonders im Innern der festen 
Phosphatid-Partikel, gebunden sind, so daB die Spontanspaltung im 
Laufe von Wochen in merklichem Mafe ablaufen kann; das abgespal- 
tene Plasmal entzieht sich dann durch Autoxydation dem Nachweis, 
Wenn bei Aufbewahrung unter Aceton auch ein geringer Plasmalverlust 
eintritt (Tab. 3), so ist zu bedenken, daB in dieser langen- Versuchs. 
periode auch ein andersartiger Zerfall erfolgen kann. 

Es wurde nachgewiesen, daB die Spontanspaltung weder eine saure- 
katalytische Spaltung ist, noch durch eine ,,Verdorbenheitsreaktion“ 
vorgetauscht wird. In friiheren Untersuchungen?® wurde ein Bakterien- 
stamm gefunden, der Plasmalogen abbaut; die Spontanspaltung ist je- 
doch wahrscheinlich keine Teilreaktion des bakteriellen Plasmalogen- 
abbaus, da bei ihm kein freies Plasmal auftritt. 

Der Umsatz ist bei Rohphosphatiden aus Gehirn meist gréBer als 
bei solchen aus Herz oder Skelettmuskel. Ob diese Tatsache mit der 
Zusammensetzung des Phosphatidgemisches aus verschiedenen Plasma- 
logenen oder mit der Funktion der betreffenden Organe in Zusammen- 
hang gebracht werden kann, kann vorerst nicht entschieden werden. 
Denkbar ist; daB die Spontanspaltung durch einen in verschiedener 
Konzentration vorhandenen Biokatalysator oder durch einen in ver- 
schiedener Konzentration vorhandenen Hemmstoff ein unterschiedliches 
AusmaB aufweist. 


: Zusammenfassung 


Natiirliche Rohphosphatide weisen in waBrigem Sol bei Inkubation 
(37°) eine mit der Zeit zunehmende Abspaltung von freiem Plasmal auf. 
Der Umsatz ist bei Hirnphosphatiden (Pferd, Rind) meist gré8er als 
bei Herz- (Pferd, Rind) oder Skelettmuskelrohphosphatiden (Ratte). 
Diese Spontanspaltung ist nicht identisch mit der Saéurekatalyse und 
wird nicht durch eine ,,Verdorbenheitsreaktion‘‘ oder Mikroorganismen 
vorgetauscht. 





Summary 


When an aqueous sol of natural crude phosphatides is incubated 


at 37°, a time dependent dissociation of free plasmal can be shown. | 
The turnover is usually higher for crude brain phosphatides (horse, ox) | 


than for crude heart (horse, ox) or skeletal muscle (rat) phosphatides. 
This ‘‘spontaneous cleavage” is not identical with acid catalysis and 
is caused neither by autolysis nor microorganisms. 


19 H. Bergmann, K.-E. Schneweis u. O. W. Thiele, Naturwissenschaften 
44, 380 [1957]. 
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Uber die gegenseitige Bindung von Eiweif und Protamin 
Von 
Felix Haurowitz, James E. Turner und Margaret Bremer Kennedy 
Aus dem Department of Chemistry, Indiana University, Bloomington, Indiana, USA 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28, Januar 1959) 


Herrn Professor K. Felix zum 70. Geburtstag gewidmet 


Die Tatsache, daB Proteine mit Protaminen Fallungen geben, war 
bereits Kossel! aufgefallen. In der Folgezeit wurde diese Reaktion zur 
Reinigung gewisser Fermente angewandt? und auch zur Isolierung von 
Komplexen des Clupeins mit Insulin oder Pepsin’. Die Fallung der 
Proteine mit Protaminen ahnelt in mancher Hinsicht der viel besser 
untersuchten Fallung von Proteinen durch Invertseifen*. Vom phy- 
siologisch-chemischen Standpunkt ist die zwischen Proteinen und Prot- 
aminen verlaufende Reaktion wegen des Vorkommens beider Verbin- 
dungen in gleichen Geweben, vermutlich auch in gleichen Zellen, be- 
sonders interessant. 

In friiheren Arbeiten hat der eine von uns® gefunden, daB schwach 
alkalische Lésungen denaturierter Proteine nur im interisoelektrischen 
Bereich durch Clupein gefallt werden, d.h. im Bereich zwischen den 
isoelektrischen Punkten der beiden Komponenten. Im nativen Zustand 
gaben weder Serumalbumin noch auch Ovalbumin oder Pseudoglobulin 
Fallungen mit Clupein. Dies und die Hemmung der Fallung durch hohe 
Konzentrationen der Pufferlésungen sprach fiir den salzartigen Charakter 
der Protamin-EiweiB-Verbindungen. In Versuchen mit den braunroten 
Azoproteinen wurde auch der Gehalt der Niederschlige an Clupein und 
Azoprotein bestimmt. Analoge Versuche mit den farblosen natiirlichen 
Proteinen scheiterten daran, daB sich die Fallungen nicht ohne Anderung 
ihrer Zusammensetzung waschen und isolieren lieBen. Es gelang damals 
auch nicht, Kiwei8 und Protamin in der iiberstehenden Fliissigkeit quan- 


1 A. Kossel, The Protamines and Histones, Longmans, Green & Co., London- 
New York 1928. 

2 B.L. Horecker u. P. Z.Smyrniotis, J. biol. (hemistry 198, 371 [1951]; 
E.G. Krebs, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 15, 508 [1954]; N. B. Mad- 
sen u. F.C. Cori, ebenda, 15, 516 [1954]. 

3 K. Felix, in B. Flaschentrager u. E. Lehnartz, Physiol. Chemie, Bd. I, 
8. 709, Springer-Verlag, Heidelberg 1951. 

4K. H. Schmidt, diese Z. 277, 177 [1942]; W. G. Jaffe, J. biol. Chemistry 
148, 185 [1943]; F. Haurowitz, L. Etili u. Pero Kara, Bull. Fac. Med. Istan- 
boul 12, 183 [1949]; K. H. Kimbel u. M. Amon, diese Z. 293, 98 [1953]. 

5 F. Haurowitz, Kolloid-Z. 74, 208 [1936]; F. Haurowitz u. - Marx, 
ebenda, 77, 65 [1936]. 
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titativ zu bestimmen. In der vorliegenden Arbeit haben wir solche 
Analysen ausgefiihrt und auch die Frage untersucht, ob lésliche Eiwei8- 
Protamin-Komplexe gebildet werden. 

EiweiB- und Salminlésungen bekannter Konzentration wurden ge- 
mischt und bei Niederschlagsbildung zentrifugiert. In der iiberstehenden 
Flissigkeit wurde Eiwei8 photometrisch bei 280 my bestimmt. Da Sal- 
min frei von aromatischen Aminosiuren ist, hat es bei 280 my keine 
merkliche Absorption (Abb. 1). Nach Fallung des Proteins mit 5% Tri- 





Abb. 1. Absorptionsspektrum des 
Rinderserumalbumins in Abwesen- 
heit (@) und Gegenwart (O) von 
Salmin. Die Ansatze enthielten 
0,5 ml 1 proz. Serumalbuminlésung, 
2 ml Pufferlésung*, py 8,0, und 
0,5 ml Wasser (@) oder lproz. 
Salminlésung (O). 














chloressigsiure kann Salmin im Filtrat durch Kjeldahl-Analyse bestimmt 
werden. Der Eiwei8- und Salmingehalt der Niederschlage ergab sich als 
Differenz zwischen der Gesamtmenge und dem gelésten Anteil der 
beiden Komponenten. 

Tab. lsund 2 zeigen, daB Salmin mit Edestin, Euglobulin und mit 
denaturiertem Serumalbumin, Ovalbumin und Pseudoglobulin bei pu 
5—11 Fallungen gibt, daB aber die drei letztgenannten Proteine im 
nativen Zustand zwischen px 2 und 8 nicht gefallt werden. Die Nieder- 


Tab. 1. Fallung von Proteinen durch Salmin. Die Zahlen geben das Gewicht 
der Niederschlage in mg an. 






































pH 2 3 4 5 6 7 8 9 10 ll 

Serumalbumin: 

MMRAG.) 655600 4% _ oo —- —— — — = — | 0,7 | 6,5 

denaturiert ... — — — | 1,0 | 3,4 | 4,38 | 4,6 | 5,0 | 6,1 | 6,5 
Pseudoglobulin: 

“ae —}]—f]— — — — | 0,4 | 1,2 | 1,3 | 3,3 

denaturiert ... — | — | (0,4) } (2,2)] 3,5 | 4,5 | 3,6 | 3,5 | 5,0 | 5,3 
Euglobulin: 

MRTAW. c'scsosas's — | — 102 | 06 ] 11 { 18 1 141 16 } 22} 32 

denaturiert ... — | — | (5,8) | (4,1)| 4,2 | 4,5 | 4,5 | 4,8 | 4,9 | 5,6 
Edestin, nativ 

(10% NaCl)... | (5,2) | (5,4) | (5,6) | (5,8) | (1,4) | (0,7) | 2,6 | 2,9 | 1,5 | 3,0 


6 §. Ostling u. P. Virtama, Acta physiol. seand. 11, 289 [1946]. 
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Tab. 2. Fallung von denaturierten Proteinen durch Salmin bei py6, 8 und 10 
bei variiertem Mischungsverhiltnis beider Komponenten. 

Die angegebenen Werte sind mg Salmin pro mg EiweiB im Niederschlag. Die 
molaren Verhaltnisse Salmin/Protein im Niederschlag sind in Klammern angegeben. 








Zugesetzt (mg) pu 6,0 pu 8,0 pu 10,0 

Salmin : Ovalbumin: q 

6 24 5,0/22,3 (2,0) — — 5,0/24,0 (1,8) 

15 15 6,3/14,7 (3,8) — — — — 

24 6 4,9/6,0 (7,2) —_— — 5,9/5,9 (8,8) 
Salmin: Serumalbumin: 

6 24 5,0/22,4 (3,0) | 1,7/15,9 (1,4) 1,4/19,8 (0,9) 

15 15 7,0/14,5 (6,6) | 2,5/11,1 (3,1) 3,0/12,9 (3,2) 


24 6 
Salmin: Pseudoglobulin: 
6 24 0,7/21,8 (1,1) | 0,8/22,7 (1,2) 1,9/22,9 (29) 
15 15 2,0/13,4 (5,2) | 2,1/14,4 (5,0) | 2,1/15,0 (4,9) 
24 6 -— —- 2,0/6,0 (11,6) | 2,1/6,0 (12,2) 
Salmin: Euglobulin: 
24 


3,7/6,0 (8,4) | 2,4/5,6 (5,8) | 3,7/5,7 (8,8) 


6 Spur/15,5 1,8/15,2 (4,1) | 2,8/13,2 (7,4) 
15 15 1,5/11,3 (4,6) | 3,0/11,9 (8,8) | 3,3/12,0 (9,6) 
24 6 5,7/ 4,8 (42) | 2,7/ 5,1 (18,6) | 3,1/4,95 (21,8) 











schlagsbildung bei px 9—11 ist wohl der Denaturierung durch die alka- 
lische Lésung zuzuschreiben. Da die Lichtstreuung eines Gemisches 
zweier Komponenten bei Komplexbildung zunimmt, sollte die Bildung 
von Serumalbumin-Salmin-Komplexen von einem Ansteigen des Trii- 
bungswertes begleitet sein. Das von uns angewandte Serumalbumin 
gab bei Untersuchung im Lichtstreuungsapparat ein Molekulargewicht 
von etwa 148000 (+ 7000), bestand also aus Dimeren des Serum- 
albumins. Die Bildung solcher bimolekularer Aggregate in langer auf- 
bewahrten Lésungen ist wohlbekannt?. Abb. 2 zeigt, daB das Molekular- 
gewicht des Serumalbumins bei px 5,6 nach Zusatz von Salmin nicht 
zunimmt, ja sogar auf einen etwas niedrigeren Wert von etwa 125000 


























—. = 
c (9 Serumalbumin/ml) —=— 
Abb. 2. Lichtstreuung von Serumalbuminlésungen in Abwesenheit (A, B) und 


Gegenwart (C, D) von gleichen Konzentrationen an Salminsulfat. A und C wurden 
bei 546 my gemessen, B und D bei 436 mu. 


‘7 M. Halwer, B.C. Nutting u. B. A. Brice, J. Amer. chem. Soc. 78, 2786 
[1951]. 
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absinkt. Das turbidimetrisch ermittelte Molekulargewicht des Salmins 
war ungefahr 5000. Dieser Wert ist jedoch nur annahernd richtig, da 
das von uns untersuchte Salmin nicht einheitlich war (Abb. 3). Aus 
dem Ergebnis der Lichtstreuungs-Messung geht hervor, daB in dem 
Gemisch von Eiwei8 und Salmin keinerlei Mischaggregate héheren 
Molekulargewichtes gebildet werden. Das geringe Absinken der durch. 
schnittlichen TeilchengréBe kénnte entweder durch Umwandlung dime. 
rer Serumalbumirkomplexe in Monomere oder durch die Bildung von 












































Komplexen eines monomeren Serumalbuminmolekiils mit einigen wenigen 
4 € 
Serum- | 
albumin 
11:1 
5:1 
2:1 
1:1 
1:2 
1:5 
i H 
Salmin x , e of | 
Py 5,6 Py 8,3 Py 10,3 Py 11,9 


Abb. 3. Papierelektrophorese von Serumalbumin, Salmin und ihren Gemischen 
bei verschiedenen py-Werten. Die Zahlen links geben das Gewichtsverhialtnis 
Serumalbumin : Salminsulfat an. Die Gesamtkonzentration an Serumalbumin und 
Salminsulfat ist in allen Streifen 3%. Die Pfeile oben bezeichnen die Startlinien. 


Salminmolekiilen verursacht sein. Wir haben zur Entscheidung dieser 
Frage Elektrophorese im U-Rohr und Papierelektrophorese heran- 
gezogen. 

Die Papierelektrophorese zeigte zunaichst, daB das von uns ange- 
wandte Salmin aus mindestens zwei Komponenten besteht (Abb. 3), 
wahrend Serumalbumin einheitlich war. In den Gemischen von Serum- 
albumin und Salmin sind die Konzentrationen an der Intensitat der 
durch Schraffierung dargestellten Farbung der beiden Substanzen zu 
erkennen. Die Gesamtmenge Eiweif + Salmin war in allen Streifen 
gleich. Wahrend bei px 5,6 und 8,3 das Serumalbumin anodisch und 
Salmin kathodisch wanderte, fand bei pu 11,9 keine Wanderung statt. 
EiweiB und Protamin blieben an der durch einen Pfeil markierten 
Auftragsstelle liegen. Es handelt sich offenbar hier um eine unlésliche 
Verbindung von denaturiertem Eiweif mit Protamin. In geringem Mabe 
bildete sich diese Verbindung auch bei niedrigerem py. Anzeichen fiir 
die Bildung einer léslichen Serumalbumin-Salmin-Verbindung finden 
sich lediglich bei pu 8,3 und 10,3 fiir die Verhaltnisse 11:1 und 5:1 
nahe der Auftragsstelle; das schwach anodisch wandernde Material mag 
eine Verbindung von Salmin mit denaturiertem Serumalbumin sein, 
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denn bei px5,6 ist keine Andeutung eines solchen Komplexes zu finden. 
Selbst bei groBem Uberschu8 an Salmin (Serumalbumin : Salmin = 1:2 
und 1:5) ist noch freies Serumalbumin zu erkennen. Ahnliche Befunde 
hat Piantanida® am Protamin von Mugilus cephalus erhoben. 

Das Verhaltnis der beiden Komponenten im Niederschlag hangt 
vor allem von ihrem Verhialtnis in der tiberstehenden Fliissigkeit ab, 
viel weniger vom px (Tab. 2). Wie unsere Versuche zcigen, kann 1 mg 
Eiwei8 bei einem Uberschu8 an Salmin nicht mehr als etwa 1 mg Sal- 
min fallen. Umgekehrt kann 1 mg Salmin bei einem UberschuB an Ei- 
weiB 10—20 mg EiweiB fallen oder in den Niederschlag mitreiBen. Dies 
entspricht etwa einem Salminmolekiil auf ein Eiwei8molekiil. Ahnliche 
Beobachtungen hat Ross® an anderen Proteinen gemacht. 

Das Ausbleiben der Fallung von nativem Albumin und Pseudo- 
globulin durch Salmin schreiben wir dem Fehlen von basenbindenden 
Gruppen in der Oberflaiche der globuliren Molekiile dieser Proteine zu. 
Bei po 9—11 oder nach Hitzedenaturierung werden offenbar Peptid- 
ketten entfaltet!® und dadurch anionische Gruppen der Albumine den 
Salminmolekiilen zuganglich. In ahnlicher Weise wird das groBe Kon- 
gorot-Anion in héherem MaBe an denaturiertes als an natives Albumin 
gebunden!!. Im Gegensatz zu den anionischen Farbstoffen, welche an 
Albumin und nicht an Globuline gebunden werden, wird das Salmin- 
Kation vorwiegend an Euglobulin gebunden. Van der Waalssche Krafte, 
die bei der Bindung von Farbstoff-Anionen entscheidend sind™:?*, 
scheinen bei der Fallung von Eiwei8 durch Salmin weniger wichtig zu 
sein als Salzbildung zwischen den basischen Gruppen des Salmins und 
sauren Gruppen der Proteine. Obwohl die Hauptmenge der Protamine 
in den Spermatozoen als Nucleoprotamin vorhanden ist *, mdgen 
Protamin-EiweiBkomplexe der von anderen Autoren*® und von uns 
beschriebenen Art in vivo dann entstehen, wenn nicht geniigende 
Mengen von Nucleinsdéuren fiir die Neutralisierung zur Verfiigung 
stehen. Ein Teil der Protamine mag dann auch an intrazellulére un- 
lésliche Proteine gebunden sein. 


Methodik 


8 M. Piantanida, A. Meniga u. N. Muic, Arch. Biochem. Biophysics 57, 
334 [1955]. 

® V. Ross, Arch. Biochem. Biophysics 72, 1 [1957]. 

10 W. Kauzmann u. Mitarbeiter, J. Amer. chem. Soc. 75, 5139, 5152, 5154, 
5157, 5167 [1953]. 

11 F. Haurowitz, F. Di Moia u.S. Tekman, J. Amer. chem. Soc. 74, 2265 
[1952]. 

12 F. Karush, J. Amer. chem. Soc. 72, 2714 [1950]; I. M. Klotz, F. M. 
Walker u. R. B. Pivan, ebenda 68, 1486 [1946]. 

13 K, Felix u. A. Krekels, diese Z. 298, 284 [1953]. 

144 R. A. Kekwick u. R. K. Cannan, Biochem. J. 30, 227 [1936]. ° 
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Serumalbumin (Armour) und Edestin (Nutritional Biochem. Corp., Cleveland) 
waren Handelspraparate. Edestin wurde durch Umkristallisieren aus Kochsalz. 
lésung gereinigt. Globulin wurde aus Rinderserum durch Halbsattigung mit 
Ammoniumsulfat gefallt, gegen Wasser dialysiert und dadurch in eine lésliche 
Pseudoglobulin- und eine unlésliche Euglobulinfraktion gespalten. Die Euglobulin. 
fraktion wurde in 3proz. NaCl gelést. In einigen Versuchen wurde Salmin von 
Hoffmann-La Roche verwendet, in anderen Protaminsulfat der Nutritional Bio. 
chemicals Corp., das nach Angabe der Erzeuger Salminsulfat ist. Das Schweizer 
Praiparat hatte eine schwache Absorptionsstufe bei 265—270 mp, das amerika. 
nische Praparat ein leicht angedeutetes Absorptionsmaximum in der gleichen 
Spektralgegend. Offenbar enthalten die Praparate kleine Mengen von Nuclein. 
siuren. Abb. 1 zeigt jedoch, daB das Absorptionsspektrum des Rinderserum. 
albumins im UV durch die Gegenwart der gleichen Gewichtsmenge Salminsulfat 
nicht merklich verindert wird. Das geringe Absinken der Absorption nach Zu. 
satz von Salminsulfat mag dem unten beschriebenen Absinken der Lichtstreuung 
entsprechen. 

Abhangigkeit der Niederschlagsbildung vom py: Serumalbumin und 
Pseudoglobulin wurden in Wasser gelést, Euglobulin in lproz. und Edestin in 
10proz. NaCl-Lésung. Zur Denaturierung wurden die Proteinlésungen durch Zu- 
satz der eben bendtigten Menge NaOH auf py 10 gebracht, 2 Min. in ein siedendes 
Wasserbad getaucht, dann wieder durch HCl auf py7 gebracht. Im endgiiltigen 
Ansatz wurde 1 ml einer lproz. EiweiSlésung mit 2 ml Pufferlésung und 1 ml 
lproz. Salminlésung gemischt. Die entstehenden Niederschlage wurden scharf ab- 
zentrifugiert; die iiberstehende Fliissigkeit wurde abgegossen und Reste der Fliis- 
sigkeit wurden durch Filterpapierstreifen méglichst weitgehend entfernt. Der 
feuchte Niederschlag wurde schnell gewogen, getrocknet und wieder gewogen. 
Aus dem Wasserverlust laBt sich das dem Niederschlag anhaftende Volumen der 
Lésung berechnen; deren bekannter Trockenriickstand wurde vom Gewicht des 
Niederschlages abgezogen und derart das Gewicht der in Tab. 1 verzeichneten 
Niederschlige berechnet. In einigen Fallen trat Niederschlagsbildung vor Zusatz 
des Protamins ein; die Gewichte solcher Niederschlige sind in Klammern gesetzt. 

Bestimmung der Lichtstreuung: Die Lichtstreuung der Serumalbumin. 
und Salminlésungen wurde in der von Brice und Mitarbeitern angegebenen 





Weise gemessen. Alle Lésungen wurden unter Druck durch Glassinterfilter filtriert; 
ihre Konzentration an Protein oder Salmin wurde im Filtrat nach Kjeldahl 
bestimmt. Der N-Gehalt des angewandten Salminsulfats war 20,59%. Die Licht-| 
streuung wurde fiir jede der untersuchten Lésungen bei 546 my (griine Linie der 
Hg-Dampflampe) und bei 436 my (blaue Linie) gemessen. In Abb. 2 sind die | 
experimentell bestimmten Werte von Hc/r gegen c aufgetragen. H ist eine vom| 
Brechungsexponenten der Lésung und des Lésungsmittels abhangige Konstante ,| 
c die Konzentration der Lésung in g pro mi und ¢ die Differenz zwischen Triibungs- 
grad der Lésung und des Lésungsmittels. Eine 0,1m Acetatpufferlésung, p_5,6, 
wurde als Lésungsmittel angewandt. Die in Abb. 2 angegebene Konzentration ist 


die Konzentration des Serumalbumins ; in dem Versuch mit Serumalbumin + Salmin | 
wurde auf ein Teil Serumalbumin ein Teil Salminsulfat zugesetzt. Die in der Ab- — 


bildung eingesetzten Geraden wurden nach dem Prinzip des Minimums der Fehler. 
quadrate konstruiert. 

Elektrophoreseversuche: Die Papierelektrophorese wurde im Spinco- 
Apparat untersucht. An den in Abb. 3 durch Pfeile angedeuteten Stellen wurden 


10 wl der Lésung aufgetragen. Als Lésungsmittel wurden Acetatpuffer, py 5,6, — 
Veronalpuffer, py 8,3, und Boratpuffer, pq 10,3 und 11,9, angewandt. Die Strom. 


stirke war 5,8—9,2 mA, die Versuchsdauer 10—22 Stunden. Die Papierstreifen 
wurden nach Trocknen und Fixieren mit Bromphenolblau gefarbt. Die Uneinheit- 


15 B. A. Brice, M. Halwer u. R. Speiser, J. opt. Soc. America 40, 768 
[1950]. 
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lichkeit des Salmins, die bei py 5,6, 8,3 und 10,3 deutlich ist, wurde durch freie 
Elektrophorese der Lésungen bestitigt; stets wurden 2 Maxima im Elektrophorese- 
Diagramm gefunden. 

Abhangigkeit der Fallung vom px: In den in Tab. 2 dargestellten Ver- 
suchen wurden 6 ml Pufferlésung® mit 0,6, 1,5 oder 2,4 ml der 1proz. Proteinlésung 
gemischt. Zwecks Denaturierung wurden einige Proben 2 Min. in einem siedenden 
Wasserbad gehalten. Nach Erkalten wurden 2,4, 1,5 oder 0,6 ml einer Iproz. 
Salminsulfatlésung zugesetzt. Die nativen Proteine gaben bei py 6 und 8 keinen 
Niederschlag, bei py 10 jedoch deutliche Triibung. Der Gehalt der mit denatu- 
rierten Proteinen erhaltenen Niederschlage an Eiwei8 und Salmin wurde wie 
oben angegeben bestimmt. Zur Berechnung des molaren Verhaltnisses Salmin/Ei- 
weiB wurden die folgenden Molekulargewichte verwendet: Ovalbumin 44000, 
Serumalbumin 68000, Pseudo- und Euglobulin 175000 und Salmin 5000. 


Fir Unterstiitzung dieser Arbeit durch Stipendien sind wir der National 
Science Foundation und dem U.S. Public Health Service dankbar. Ein 
Teil der Mittel stammt aus den Forschungskontrakten AT(11-1) 209 und Nonr 
282(00) der Universitat. 


Zusammenfassung 


Salmin bildet mit Lésungen von nativem Euglobulin aus Rinder- 
serum und mit denaturiertem Ovalbumin, Serumalbumin, Serumglobulin 
und Edestin Niederschlige im interisoelektrischen Bereich. Die Pra- 
zipitate enthalten bei einem Uberschu8 an Salmin etwa 50% Salmin, 
bei einem Uberschu8 an Eiwei8 nur 5—10% Salmin. Mit nativem Ei- 
weiB gibt Salmin bei neutraler Reaktion keine Fallungen. Weder durch 
Lichtstreuung noch auch durch Papierelektrophorese lassen sich lésliche 
Komplexe von nativem Serumalbumin und Salmin nachweisen. Die 
nativen Albuminmolekiile scheinen in ihrer Oberflache keine basen- 
bindenden Gruppen zu enthalten; nach Alkalisierung oder Denaturie- 
rung werden diese Gruppen den Salminmolekiilen zuginglich, und es 
kommt zur gegenseitigen Fallung. 


Summary 


Salmine forms insoluble precipitates when added to solutions of 
native bovine euglobulin or to denatured ovalbumin, serum albumin, 
serum globulin or edestin in the interisoelectric range. In an excess of 
salmine the precipitates contain about 50% of salmine, in an excess 


| of protein only 5 to 10% of salmine. The native albumins are not 
_ precipitated by salmine in neutral solutions. Neither an investigation 


of the light scattering nor paper electrophoresis gave an indication for 
the presence of soluble salmine-serum albumin complexes. The surface 
of the native serum albumin molecules seems to be devoid of base 
binding groups; at alkaline po values or after denaturation such 
groups become accessible to the salmine molecules and mutual preci- 
pitation of salmine and protein takes place. 
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Isolierung von anoxygen energie-freisetzenden 


Wirkstoffen aus malignen Tumoren 
Von 
F. Windisch, U. Gerhardt und W. Nordheim 


Aus dem Bereich Zellphysiologie (Direktor: Prof. Dr. F. Windisch) des Instituts fiir Medizin und 
Biologie der Deutschen Akademie der Wissenschaften zu Berlin (Prisident: Prof. Dr. W. Friedrich) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3, Februar 1959) 


Auf Grund systematisch voneinander abgeleiteter Versuchsreihen 
ist es uns jetzt im Endergebnis gelungen, die anoxygen energie-frei- 
setzenden Wirkstoffe, welche sich zuerst als ,,Anoxysynthese aus- 
lésendes Agens“ in Krebs-, Organ- und Hefedekokten zu erkennen 
gaben!?, aus malignen Tumoren von Tier und Mensch zu extrahieren, 
in substantia darzustellen und getrennt dem mikrobiologischen Test 
(l.c.2, u. zw. 8.424) zu unterziehen. Auf die bei den Isolierungsversuchen 
verwendeten Reinigungs-*, Spaltungs-* und Priifungsmethoden® sind 
wir in einer Vorarbeit®, welche die Wirkungsidentitat von krebseigenen 
Stoffen mit chemisch definierten Substanzen aufzeigt, bereits naher ein- 
gegangen. Der positive Anabiosetest, den die einzelnen Extraktstoffe 
ergaben (s. hierzu Tabelle), ist gleichzeitig das entscheidende Kriterium 
dafiir, daB mit den isolierten Substanzen auch tatsachlich die gesuchten 
Agenzien von anoxygen energie-freisetzender Wirksamkeit erfaBt wor- 





den sind. 

Aus der Tabelle ist zu entnehmen, da8 es in tierischen und mensch.- | 
lichen Krebsgeweben Phosphatide (Lecithin, Serin- und Colamin- 
Kephalin) sowie Cholesterinester sind, die in der Anabiose bzw. Anoxy- 
biose als energie-freisetzende und biosynthese-auslésende Induktoren | 
fungieren. Selbstverstandlich gehéren auch die Neutralfette, wie friiher® 
gezeigt, zu den anabiotisch aktiven Substanzen. Die eigentlichen Wir- 
kungsgruppen diirften die in allen diesen Verbindungen enthaltenen 


1 F. Windisch u. W. Nordheim, Experientia [Basel] 18, 155 [1957]; 
F. Windisch, W. Heumann u. W. Nordheim, Z. Naturforsch. 12b, 348 [1957]. 

2 F. Windisch, W. Nordheim u. W. Heumann, Z. Krebsforsch. 62, 423 
[1958]. 

3D. J. Hananan, M. B. Turner u. M. E. Jaiko, J. biol. Chemistry 192, 
623 [1951]; J. Folch, ebenda 146, 35 [1942]; G. Pfeiffer, Biochem. Z. 230, 439 
[1931]. 

4 FE. Klenk u. G. Krickau, diese Z. 308, 98 [1957]. 

5 U. Beissu. O. Armbruster, Z. Naturforsch. 13b, 79 [1958]; D. F. Hoelzl 
Wallach u. J. E. Garvin, J. Amer. chem. Soc. 80, 2157 [1958]. 

6 F. Windisch, U. Gerhardt, W. Nordheim, W. Heumann u. H. Ker- 
ner, Z. Krebsforsch. 62, 568 [1958] (die Arbeit von G. Pfeiffer, 1. c.*, ist hier 
noch nicht. beriicksichtigt). 
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Anabiotische Aktivitatspriifung der aus Jensen-Sarkom (Ratte) und Ovarial- 
Carcinom (Mensch) isolierten Lipoidsubstanzen sowie des Extraktionsriickstandes. 








Anabiosetest 
Testobjekt Applizierte Jensen- Ovarial- 
Menge * Sarkom Carcinom 
Ratte Mensch 
ee ae 20 mg 4. 4 a oe 
Aus Lecithin abhydrolysierte Fett- 
ee 20 mg +++ +44 
ROHKGPNBUN oss se gs. ss) 20 mg +++ ++4 
Serin-Kephalin (Folch III) .. . 20 mg + + + + 
Colamin-Kephalin (Folch V) . . 20 mg ++ 4 +++ 
Cholesterinester. . ....... 20 mg +++ +++ 
Dekokt des Riickstandes der Ge- 
samtextraktion ....... 5 ml a = 
MOlGrOMe: se. s te es — = - 
Hydriertes Lecithin. ...... 20 mg — — 











* Wasserunlésliche Testsubstanzen wurden in ather. Lésung bzw. Suspension dem Substrai 
beigegeben. 

— = negativ, + = schwach positiv, ++ = mittelstark, 

+++ = stark, ++++ = sehr stark. 


ungesattigten Fettséuren sein, die auch in freiem Zustand eine starke 
anabiotische Aktivitaét entfalten und nach Lang’ (von diesem aller- 
dings als Subsrat gesehen) die Fahigkeit besitzen, Elektronen aufzu- 
nehmen und auch wieder abzugeben. Ihr oxydoreduktiver Reaktions- 
mechanismus ist unter anabiotischen Verhaltnissen sowohl durch 
Natriumdithionit als auch durch direkte Hydrierung hemmbar, wie im 
ersteren Falle schon friiher§ und im letzteren vorliegend (s. Tabelle) 
von uns nachgewiesen werden konnte. Die Frage, ob die ungesattigten 
Fettséuren in freier oder gebundener Form wirksamer sind oder ob 
kein Unterschied in dieser Hinsicht besteht, bedarf erst noch der Klar- 
stellung. Ebenso sind Untersuchungen von uns eingeleitet, um die 
anabiotisch aktiven Cofaktoren in den Geweben mengenmaBig zu be- 
stimmen und ihren Wirkungsgrad zu ermitteln. DaB mit der Aufdeckung 
des bisher unerkannten energetischen Wirkungsmodus der ungesattigten 
Fettsdéuren zugleich auch ein neuartiger ProzeB der anoxygenen Energie- 
bildung in der Zelle manifest wurde, ist an anderer Stelle von uns dar- 
gelegt worden ®. 


Zusammenfassung 


Nachdem zuerst in Krebs-, Organ- und Hefekochsaften ein Anoxy- 
synthese auslésendes Agens aufgefunden worden war, gelang es jetzt, 
die anoxysynthetisch aktiven Substanzen (Lecithin, Serin-, Colamin- 


7 K. Lang u. F. Adickes, diese Z. 262, 123 [1939]. 

8 F. Windisch, H. Haehn, W. Nordheim u. W. Heumann, Z. Natur- 
forsch. 18b, 630 [1958]. 
® F. Windisch, Klin. Wschr. 86, 880 [1958]. 
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Kephalin, Cholesterinester) aus tierischen und menschlichen malignen 
Tumoren zu isolieren. Als Wirkungsgruppen dieser Verbindungen miissen 
die ungesattigten Fettsiuren gelten, welche auch in freiem Zustand 
einen positiven Test ergeben. Auf diese Weise ist zugleich ein bisher 
unerkannter ProzeB der anoxygenen Energiegewinnung aufgedeckt 
worden. 


Summary 


After having found an anoxysynthesis inducing agent in decocts 
of cancer-, organ- and yeast-cells, we succeeded in isolating the anoxy- 
synthetic active substances (lecithine, serine-, ethanolamine-kephaline, 
cholesterol-ester) out of animal and human malignant tumours. The 
unsaturated fatty acids, which also alone give a positive test, are to 
be considered as the active centres of these compounds. Hereby, an 
until now unknown process of energy-production has been concomitantly 
discovered. 
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Cystinreduktion als Grundlage 
einer einfachen Amidgruppen-Bestimmung fiir alle Proteine 
Von 
Hermann Stegemann 
Aus der Medizinischen Forschungsanstalt der Max-Planck-Gesellschaft, Silikoselabor, Géttingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Marz 1959) 


In einer friiheren Arbeit! hatten wir darauf hingewiesen, daB die 
Bestimmung des Amid-Stickstoffs durch alkalische Hydrolyse der 
Amidgruppen bei gleichzeitiger Diffusion des gebildeten Ammoniaks in 
Schwefelsdure unter bestimmten Bedingungen durch eine partielle Zer- 
setzung des Cystins gestért wird. Die Stérung ist durch Perameisen- 
siure-Oxydation des Cystins zu Cysteinsiure zu umgehen. Wir er- 
innerten daran, daB sehr tryptophanreiche Proteine diesem Verfahren 
wohl weniger zuganglich sein diirften, weil Tryptophan oxydations- 
empfindlich ist. 

Wir folgten daher dem schon angedeuteten! und fiir gangbar er- 
achteten Weg, Cystin zu Cystein zu reduzieren, denn wir konnten zeigen, 
daB Cystein die Ammoniakbestimmung nicht beeinfluBt. Eine Um- 
setzung von Cystin mit Kalium- oder Natriumcyanid? war in diesem 
Zusammenhang nicht erfolgreich. Eine Reduktion hat den Vorteil, daB 
Bausteine der Proteine und Proteide gegen Reduktion meist weniger 
empfindlich sind als gegen oxydative Eingriffe. Dank der leichten Um- 
wandlung der Disulfid- in die Sulfhydrylgruppe 1aBt sich die Reduktion 
auch experimentell einfacher durchfiihren als die Oxydation mit an- 
schlieBender Gefriertrocknung. 

Als Reduktionsmittel scheiden alle Verbindungen aus, die Wasser- 
stoff entwickeln, weil eine Volumenanderung im DiffusionsgefaB un- 
erwunscht ist. Wir untersuchten eine Reihe organischer und anorga- 
nischer Substanzen und muBten feststellen, daB eine Reduktion selten 
quantitativ war (sei es durch unvollstandigen Ablauf der Reaktion oder 
durch Riickoxydation) oder die Verbindung einen merklichen Dampf- 
druck hatte (und dadurch die Nessler-Bestimmung stérte) oder aber die 
Reduktionsmittel fiir unsere Zwecke nicht geniigend rein zu erhalten 
waren. 

Von den untersuchten Reduktionsmitteln erfillt nur das Natrium- 
salz der Thioglykolsaure® alle Anforderungen. Man kann auch Natrium- 


1H. Stegemann, diese Z. $12, 255 [1958]. 

2 A. Schéberl u. R. Hamm, Chem. Ber. 81, 210 [1948]. 

3D. R. Goddard u. L. Michaelis, J. biol. Chemistry 106, 605 [1934]; 
T. Bersin u. J. Steudel, Ber. dtsch. chem. Ges. 71, 1015 [1938]. 
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sulfid verwenden. Eine in mindestens hundertfachem UberschuB ein. 
gesetzte alkalische waBrige Thioglykolsdurelésung reduziert Cystin so 
weitgehend, daB keine Spur von Ammoniak durch Einwirkung von 
Alkali auf Cystin in Freiheit gesetzt wird. Dieser Behandlung kann 
auch ein cystinreiches Protein unterworfen werden, ohne auf einen 
héheren Tryptophangehalt Riicksicht nehmen zu miissen. 

Daher ist es méglich, ohne gesonderte Vorbehandlung universell in 
jedem Protein den Amidstickstoff zu bestimmen. Die Reduktion der 
Disulfidgruppe, die Hydrolyse des Amids und die Diffusion des ge. 
bildeten Ammoniaks verlaufen in einem Schritt und werden im gleichen 
GefaB durchgefiihrt. Der Arbeitsaufwand ist nicht gréBer als fiir die 





einfache Amidbestimmung, die erforderliche Diffusionszeit etwa 24 Stdn. | 
langer. Die zeitraubende Perameisensaure-Oxydation fallt fort und keine | 
der als Proteinbaustein vorkommenden Aminosauren wird unter obigen 
Bedingungen zersetzt. Aus Glutamin und Asparagin diffundieren in 
40 Stdn. 90%, in 64 Stdn. 100% des Amidstickstoffs als Ammoniak. | 

Im einzelnen priften wir die Proteine, die wegen ihres Cystin- 
gehaltes nicht ohne spezielle Vorbehandlung zu analysieren gewesen 
waren, reduziert aber nach drei Tagen konstant bleibende Amidwerte 
ergeben. Es zeigte sich auch, daB es bei dem stark alkalischen Milieu 
nicht notwendig ist, Lithiumbromid oder andere wasserstoffbriicken- 
zerstorende Reagenzien zuzusetzen. 

Ein ganz eindeutiges Ergebnis war vor allem vom Kalbsinsulin zu 
erwarten, dessen Molekiilbau durch die Arbeiten von Sanger bekannt 
und besonders ,,ungiinstig‘‘ durch seinen hohen Cystingehalt ist. Da 
uns die schon untersuchte! Charge von Insulin Hoechst noch zur Ver- 
fiigung stand, konnte gezeigt werden, da der friiher nach Perameisen- 
siure-Oxydation gefundene Wert von 1,48 bis 1,49% Amid-N diesmal 
nach Thioglykolsiure-Reduktion iiber mehrere Tage konstant bei 
1,46 + 0,02% (vgl. Abbildung) liegt und mit dem theoretisch gefor- 
derten identisch ist. Die gestrichelte Kurve fiir unbehandeltes Insulin 
ermoglicht einen Vergleich und zeigt, da8 in diesem Fall bereits nach 
40 Stdn. ein stark erhéhter Anteil von Amidgruppen vorgetauscht 
wird, weil sich fortlaufend Cystin zersetzt. 

Das an basischen Aminosauren doppelt so reiche, mehrfach kristal- 
lisierte Rinderserumalbumin ergab nach der friiheren oxydativen Vor- 
behandlung einen Wert von 0,70% Amid-N, der gegeniiber der Literatur‘! 
zwar um 10% zu niedrig ist, durch das reduktive Verfahren aber voll 
bestatigt wurde. 

Die Amidwerte fiir kristallisiertes Ovalbumin, Gliadin, Edestin und 
weiterer nicht aufgefiihrter Proteine lagen in der erwarteten Gr6oBen- 
ordnung und blieben iiber mehrere Tage konstant, waren jedoch niedriger 
als in der Literatur angegeben. Wir glauben nicht, daB dies allein auf 


4G. R. Tristram in H. Neurath u. K. Bailey, The Proteins, Academic 
Press. New York 1953, Band I A, S. 211—223. 
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den zwar schonenden Trocknungsbedingungen (bei 20° und 0,01 Torr 
iiber P,O; gewichtskonstant getrocknet) beruht; denn dann sollte 
auch Insulin einen erniedrigten Wert zeigen. Vielmehr diirfte bei vielen 
bisherigen Bestimmungsverfahren immer ein Teil ,,Amid-N“ aus zer- 
setzten Aminosaduren stammen. Das gleiche Ergebnis erhalt man, wenn 
man unsere Werte fiir Amidstickstoff mit dem Gesamtstickstoff in Be- 
ziehung setzt. , 

Das sehr tryptophanreiche Lysozym verhialt sich ahnlich wie die 
oben genannten Proteine, aber hier steigt die Menge des diffundierten 
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Ammoniaks mit der Zeit langsam an, nach 45 Stdn. von 1,48% Amid-N 
im Mittel um 0,02% pro 24 Stdn. Im Vergleich zu friiheren Amid- 
gruppen-Bestimmungen an Lysozym ist diese Unsicherheit aber klein 
und kann eindeutig auf die Zeit 0 extrapoliert werden. 

Aus der Abbildung ist zu entnehmen, da8 nach erfolgter Reduk- 
tion, Hydrolyse und Diffusion sich — ausgenommen Lysozym — prak- 
tisch kein Ammoniak mehr entwickelt. Um innerhalb von etwa 64 Stdn. 
diesen ProzeB zu beenden, ist es zum Beispiel fiir Serumalbumin mit 
niedrigem Amidgruppenanteil gleichgiiltig, ob zu 2 m/ zu diffundieren- 
der Lésung ein oder zwei Platzchen Natriumhydroxyd zugesetzt werden, 
entsprechend 2,5- bzw. 5n Natronlauge. Jedoch ist fiir Gliadin als einem 
Protein mit extrem viel Amidstickstoff 5n Natronlauge erforderlich, wie 
es den experimentellen Standardbedingungen entspricht. Andernfalls er- 
reicht man fiir Gliadin erst nach 160 Stdn. einen konstanten Amidwert. 
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Methodik 


Die verwendeten Gerate und die Durchfiihrung der Ammoniakanalyse nach 
Nessler mit siliciumfreier Natronlauge wurden bereits friiher ausfihrlich be. 
schrieben!. 

Reduktion, Hydrolyse und Diffusion: Den Erlenmeyerkolben (50 ml 
Inhalt, Stopfen NS 29 aus. Polyathylen) beschickt man vorsichtig mit 1 ml 0,8 
H,SO,, ohne die Wandung zu benetzen. Dann gibt man in ein auf Polyathylen. 
fiiBen ruhendes Probeschilchen 1 ml der schwach sauren bis schwach alkalischen 
Proteinlésung mit 2—20 y Amid-N, 1 m/ Thioglykolatlosung und 2 Platzchen 
(etwa 400 mg) Atznatron und verschlieBt das GefaB sogleich mit dem Stopfen. 
Von jeder Analyse werden Triplikate angesetzt. Zur Bereitung der Thioglykolat- 
lésung werden 8 g Atznatron in 90 ml Wasser gelést und 10 ml 99proz. Thioglykol- 
sdure in der Kalte zugefiigt. 

Nach etwa 64 Stdn. ist die Reduktion, Hydrolyse und Diffusion abgeschlossen, 
das Probeschalchen wird herausgenommen und in der Schwefelsiure nach Zugabe 
von 7 mil Wasser, 1 ml 0,87 NaOH und 1 m/l Nessler-Reagenz das diffundierte 
Ammoniak bestimmt. 

Sollten irgendwelche Ausgangslésungen zu filtrieren sein, so gibt man diese 
durch Papier aus Polyvinylchloridfaser (Rhovylpapier Schleicher & Schiill). 


Wir konnen bestatigen®, daB gerade quantitative Filtrierpapiere geniigend Am. | 


moniumionen enthalten, um den Blindwert zu erhéhen. 


Herrn Professor Dr. Karl Thomas danke ich fiir das Interesse und die 
Forderung der Arbeit, Fraulein Christa May und Herrn Willi Rien fiir die 
saubere und selbstandige Durchfiihrung der Versuche, der Bergbauberufs- 
genossenschaft, Bochum, und der Montanunion, Luxemburg, fiir finanzielle 
Unterstiitzung. 


Zusammenfassung 


Als Weiterentwicklung einer friiher beschriebenen Methodik! wird 
ein Weg gezeigt, nach Cystinreduktion bei allen Proteinen ohne spezielle 
Vorbehandlung die Anzahl der Amidgruppen bestimmen zu k6nnen. 
Keine der bekannten Bausteinaminosauren stort. 

Die Reduktion mit thioglykolsaurem Natrium, die Hydrolyse der 
Amidbindung und die Diffusion des gebildeten Ammoniaks werden in 
einem Schritt durchgefiihrt. Das nach etwa 65 Stdn. diffundierte 
Ammoniak entspricht der Anzahl der Amidgruppen. 


Summary 


Following cystine reduction a generally applicable determination 
of amide-nitrogen in proteins is possible without interference of other 
amino acids. 

The reduction with sodium thioglycolate, the hydrolysis of the 
amidegroup and the diffusion of the ammonia formed are carried out 
in one step. After about 65 hours the amount of ammonia corresponds 
quantitatively to the number of amide groups. 


5 F. Feigl, Z. analyt. Chem. 152, 52 [1956]. 
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Saulenchromatographische Trennung von 2.4-Dinitrophenyl- 
aminosiuren und -peptiden an Polyamid 
Kurze Mitteilung 
Von 
Helmut Hérmann und Hans von Portatius 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir EiweiB- und Lederforschung, Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. April 1959) 


Polyamide haben sich als Saulenfiillung fiir die chromatographische Trennung 
phenolischer Substanzen!»?, besonders von Gerbstoffen®, Flavonen* und Pflanzen. 
farbstoffen® bewahrt. Die Trennung beruht dabei auf einer Affinitaét der pheno- 
lischen Hydroxylgruppe zu den Peptidbindungen des Polyamids. Dariiber hinaus 
haben Elutionsversuche mit Nitrophenolen?* und mit hoher nitrierten Benzol- 
derivaten® gezeigt, daB auch die Nitrogruppe eine Affinitat zur Peptidbindung be- 
sitzt’, die fiir eine chromatographische Trennung an Polyamid herangezogen wer- 
den kann. In vielen Fallen war die Affinitaét dieser Verbindungen zu Polyamid so 
stark, daB sie nur mehr mit sehr kraftig wirkenden Elutionsmitteln, wie Dimethyl- 
formamid aus der Saule eluiert werden konnten®. 

Bei der Chromatographie von DNP*-Aminosiuren an Polyamid st6Bt man 
ebenfalls auf die Schwierigkeit, daB diese Verbindungen verhaltnismaBig fest zu- 
riickgehalten werden und mit den wenigen zur Elution verwendbaren Lésungs- 
mitteln wie Dimethylformamid oder Pyridin als breite verwaschene Zonen wan- 
dern®. (Beziiglich einer Trennung mit Citratpuffer siehe Hinweis von Zahn und 
Hille*.) Durch das Lésungsmittelgemisch Dimethylformamid/Lisessig/Wasser/ 
Athanol 5:10:30:20 gelang es uns schlieBlich, DNP-Aminosauren an einer Poly- 
caprolactamsaule als schmale Banden mit mittlerer Wanderungsgeschwindigkeit zu 
eluieren und Trennungen durchzufiihren. Die Ry-Werte einer Anzahl von DNP- 
Aminosauren, bezogen auf O.N-Bis-DNP-Tyrosin = 1,0 (siehe unten), sind in der 


* Es werden folgende Abkiirzungen verwendet: DNP- = Dinitropheny]l- 
(wenn nicht besonders vermerkt, Substitution am N*-Atom); im = Substitution 
am Imidazol-N des Histidins. 

1 V. Carelli, A. M. Liquori u. A. Mele, Nature [London] 176, 70 [1955]. 

2 W. GraBmann, H. Hérmann u. A. Hartl, Makromolekulare Chem. 21, 
37 [1956]. 

3 W. GraBmann, H. Endres, W. Pauckner u. H. Mathes, Chem. Ber. 
90, 1125 [1957]; s.a. W. GraBmann, Leder 9, 193 [1958]; W. GraBmann, H. 
Endres, M. Oppelt u. H. ElSissi, Leder, im Druck. 

4 L. Hérhammer, H. Wagner u. W. Leeb, Naturwissenschaften 44, 513 
[1957]; L. Hrhammer, H. Wagner u. H. Grasmaier, Naturwissenschaften 
45, 388 [1958]; L. Hérhammer, H. Wagner, P. Izquierdo u. H. Endres, 
Arch. Pharmaz. Ber. dtsch. pharmaz. Ges. 68, 269 [1958]; R. Neu, Nature [Lon- 
don] 182, 660 [1958]; M. Oppelt, unveréffentlicht. 

5 O. Th. Schmidt u. W. Schénleben, Z. Naturforsch. 12b, 262 [1957]. 

6 M. Oppelt, Dissertat., Universitat Miinchen 1958; vgl. a. R. Brock- 
haus, Dissertat., Universitat Miinchen 1959. 

7 s.a. G. Otto, Leder 6, 207 [1955]. 

°H. Zahn u. E. Hille, Z. Naturforsch. 18b, 824 [1958]; H. “= uerle, 
Dissertat., Heidelberg 1957. 
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Tabelle zusammengefaBt. Bis-DNP-Aminosiuren wie N*.im-Bis-DNP-Histidin, 
N*.N®-Bis-DNP-Ornithin und N*.N¢-Bis-DNP-Lysin haften besonders stark an 
der Saéule und werden erst durch Dimethylformamid/Eisessig/Wasser/Athanol 
8:15:25:20 aus der Saule eluiert. O.N-Bis-DNP-Tyrosin haftet eigenartigerweise 
im Gegensatz dazu fast nicht am Polyamid und wird mit dem zuerst genannten 
Entwicklungsgemisch gleich mit dem Lésungsmittel aus der Saule gewaschen. 
Auch N’-DNP-Arginin und N -DNP-Lysin wandern iiberraschenderweise beson- 
ders schnell, was wohl mit ihrem Zwitterionencharakter zusammenhangt, der ahn- 
lich wie bei freiem Tyrosin? die Haftfestigkeit an das Polyamid bedeutend herab.- 
setzt. 


Ry-Werte von DNP-Aminosauren und -peptiden, bezogen auf O.N-Bis-DNP.- 
Tyrosin = 1,00. Entwicklungsgemische: I. Dimethylformamid/Eisessig/Wasser/ 
Alkohol 5:10:30:20; IT 8:15:25:20. 





Entwicklungsgemisch I 














O.N-Bis-DNP-Tyrosin ..... BSD: SOME ASETAD + 4° ins ouscba looks. tethers 0,32 
N*-DNP-layam. . . . 2 2 2 DIU2 ASR OROREIE,. 5) i. sibs woud Sn gi 0,31 
N*-DNP-Arginin. ....... O86 DNP-ipolenein....: .. 2.2 « + 0,30 
cls oc arene 0,57 DNP-Glutaminsfure ...... 0,27 
2.4-Dinitro-anilin. . ...... 0,43 DNP-Phenylalanin. ...... 0,26 
2.4-Dinitro-phenol ....... 0,42 DNP-Methionin........ 0,25 
DNP-Threonin. ........ 0,40 DNP-Asparaginsiure. ..... 0,24 
DNEAVAMN oie s es 4 0333. DNP-Giytin. . 26. 4.606 6's 0,23 
DNP-Leucin. ......... 0,32 DNP-Tryptophan ....... 0,15 
DNP-Leu-gly-gly. ....... 0,63 DNP-Gly-phe-glu ....... 0,52 
DNP-Pro-gly-phe ....... 0,60 DNP-Leu-gly-[N -DNP-lys]. . . 0,24 
DNP-Gly-gly ......... 0,57 
Entwicklungsgemisch II 

O.N-Bis-DNP-Tyrosin .... . 1,00 N*.N®-Bis-DNP-Ornithin. . . . 0,21 
N*.im-Bis-DNP-Histidin . . . . 0,53 N*.N*-Bis-DNP-Lysin ..... 0,18 


Bei der chromatographischen Trennung eines Gemisches von N*-DNP- 
Arginin, DNP-x-Amino-6-valerolacton, 2.4-Dinitro-anilin, DNP-Prolin, DNP- 
Valin, DNP-Alanin und DNP-Phenylalanin wurde das in Alkohol geléste Ge- 
misch auf eine 37 cm hoch mit gekérntem Ultramid BM (monomerenarm, BASF) 
gepackte Siule vom Durchmesser 14 mm aufgebracht und die ersten drei besonders 
schnell wandernden DNP-Verbindungen mit dem langsamer eluierenden Gemisch 
Dimethylformamid/Eisessig/Wasser/Athanol 4:6:40:20 als sauber getrennte Ban- 
den in der oben angegebenen Reihenfolge aus der Siule gewaschen. Nach 136 cm? 
wurde das bereits genannte Gemisch 5:10:30:20 eingesetzt und die restlichen 
DNP-Aminosauren ebenfalls in der angegebenen Reihenfolge als scharfe gut ge- 
trennte Banden eluiert (Abb. 1). 

Die Beladungskapazitaét der Saule ist verhaltnismaBig groB. Auf einer Siule 
von 314 x 9 mm konnte DNP-Threonin sowohl in einer Menge von 2,85 mg als auch 
von 0,07 mg als schmale Bande mit sauberer GauBkurve der Extinktionswerte 
eluiert werden. Die an einer gréBeren Anzahl von DNP-Aminosauren kolorime- 
trisch bestimmten Ausbeuten an eluierter Substanz betragen zwischen 96 und 107%. 

Ahnlich wie DNP-Aminosauren lassen sich auch DNP-Peptide trennen. In 
der Tabelle sind die Ry-Werte einer Reihe von DNP-Peptiden im oben genannten 
Lésungsmittelgemisch 5:10:30:20 mit angegeben. An einer Saule von 400 x 9 mm 
wurde ein Gemisch von DNP-Leucyl-glycyl-glycin, DNP-Diglycin und DNP- 
Leucyl-glyeyl-[ NV -DNP-lysin] scharf voneinander getrennt (Abb. 2). 
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Eine ausfiihrliche Darstellung und Diskussion dieser Ergebnisse wird an 
spiterer Stelle erfolgen. 
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Abb. 1. Saulenchromatographische Trennung von DNP-Verbindungen an Polyamid. 
Saule 370 x 14 mm. 
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Abb. 2. Saulenchromatographische Trennung von DNP-Peptiden an Polyamid. 
Saule 420 x9 mm. Lésungsmittel I (s. Tabelle). 


Herrn Prof. Dr. W. Gra8B mann danken wir fiir Diskussionen zu dieser Arbeit, 
der Deutschen Forschungsgemeinschaft fir ihre Unterstiitzung: 














Trennung von 2.4-Dinitrophenyl-aminosauren Bd. 315 (1959) | B 


Zusammenfassung 


Verschiedene 2.4-Dinitro-phenyl-aminosauren wurden an Polyamid unter Ver. 
wendung kombinierter Elutionsmittel, enthaltend Dimethylformamid, Eisessig, 
Wasser und Athanol, sdiulenchromatographisch getrennt. 


Summary 


Various 2.4-dinitro-phenyl-amino acids were separated by colomn chroma. 
tography on polyamide by the use of composite eluants containing dimethyl. 
formamide, glacial acetic acid, water and ethanol. 
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Die Verbreitung der Aryl- und Steroidsulfatasen 
Von 
K. H. Ney und R. Ammon 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit des Saarlandes, Homburg (Saar) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. November 1958) 


Arylsulfatasen! hydrolysieren die sauren Schwefelsiureester von 
Phenolen, Steroidsulfatasen?-* die 36-Hydroxy-5a- oder 3f-Hydroxy- 
| 45-Steroide, die in 3-Stellung mit Schwefelsdure verestert sind. Eine 
Arylsulfatase wurde 1911 von Derrien in Purpurschnecken' erstmalig 
gefunden und von Neuberg und Mitarbeitern in Saugetierorganen®’? 
und Schimmelpilzen nachgewiesen®. Steroidsulfatase hatten Henry, 
Thevenet und Jarrige im Weinbergschnecken-Verdauungssaft ent- 
deckt®; Gibian und Bratfisch?® fanden sie in Extrakten aus Rinder- 
leber. 

Nach Roy" sowie Dodgson und Mitarbeitern?? liBt sich die 
Siugerarylsulfatase in 3 Typen, Sulfatase A, B und C, aufteilen, die 
sich durch Léslichkeit, po-Optimum und Substratspezifitat unterschei- 
den. Nach einer neueren Klassifizierung werden diese Fermente, wenn 
bevorzugt p-Nitro-phenylsulfat angegriffen wird, als Arylsulfatase vom 
Typ 1, wenn bevorzugt 2-Hydroxy-5-nitro-phenylsulfat gespalten wird, 
als Arylsulfatase vom Typ 2 bezeichnet. 

Die bisherigen Arbeiten befaBten sich vorwiegend mit den Aryl- 
und Steroidsulfatasen aus Mollusken und Saugetieren; wir stellten uns 
' nun die Aufgabe, die Verteilung dieser beiden Sulfatasetypen im Pflan- 
zen- und Tierreich zu untersuchen. 





| 


1 C. Fromageot in J. B. Sumner u. K. Myrback, The Enzymes, Bd. I/1, 
8. 517, Academic Press, New York 1950. 

2 A. B. Roy, Biochem. J. 62, 41 [1956]. 

3 A. B. Roy, Biochem. J. 66, 700 [1957]. 

4 K. H. Ney, Z. Vitamin-, Hormon- u. Fermentforsch. [Wien] (im Druck). 

5 M. Derrien, Bull. Soc. chim. France [4] 9, 110 [1911]. 

6 C. Neuberg u. E. Simon, Biochem. Z. 156, 365 [1925]. 

7 C. Neuberg u. J. Wagner, Biochem. Z. 161, 492 [1925]. 

8 C. Neuberg u. K. Kurono, Biochem. Z. 140, 295 [1923]. 

® P. Jarrige u. R. Henry, Bull. Soc. Chim. biol. 34, 872 [1952]; R. Henry 
u. M. Thevenet, ebenda $4, 886 [1952]; R. Henry, M. Thevenet u. P. Jar- 
rige, ebenda 34, 897 [1952]. 

10 H. Gibian u. G. Bratfisch, diese Z. 305, 265 [1956]. 

11 A. B. Roy, Biochem. J. 58, 12 [1953]. 

2 K.S. Dodgson, B. Spencer u. J. Thomas, Biochem. J. 59, 29 [1955]. 
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1. Aryl- und Steroidsulfatasen im Pflanzenreich 


a) Bakterien 

Bakterien-Arylsulfatase wurde von Barber und Mitarbeitern?® in 
Stémmen von Micrococcus pyrogenes und Salmonella schottmuelleri, von 
Whitehead" in gewissen Salmonellen- und Mycobakterienstémmen 
sowie in Tbe-Stémmen’ nachgewiesen. Schultz-Haudt u. Scherp" 
fanden das Ferment in Bakterienstémmen, die in Mischkulturen auf 
menschlichem Zahnfleisch wachsen. 

Die haufige Verwendung von Phenolphthaleinsulfat erscheint nach 
Harada und Mitarbeitern’’ zur Untersuchung von Bakterien-Arylsul- 
fatase bedenklich; nach eigener Erfahrung wird dieses Substrat auch 
von Sdauger-Arylsulfatase schlecht angegriffen. Untersuchungen auf 
steroidsulfatatische Aktivitat in Bakterien liegen nicht vor. 


b) Pilze 

In Schimmelpilzen, wie Aspergillus oryzae, hatten Neuberg und 
Mitarbeiter Arylsulfatase® gefunden, Butenandt und Hofstetter™ 
hatten mit Taka-Diastase Ostronsulfat gespalten. (Infolge der aroma- 
tischen Natur des Ringes A erfolgt die Spaltung der Verbindung durch 
Arylsulfatase.) Wir nahmen diese Versuche auf, untersuchten A. oryzae 
auf etwaige Steroidsulfatase und reicherten die Arylsulfatase aus diesem 
Schimmelpiz auf das 430fache an (vgl. Tab. 1). 


Tab. 1. Anreicherung der Aspergillus-Arylsulfatase durch Acetonfallung 
(vgl. Schema 1, S. 155). 
Die Enzymaktivitét wurde nach Istdg. Inkubation bei 37° mit 1 ml 0,005m 
p-Nitro-phenylsulfat und 4 mi 0,5m Acetatpuffer, pa 6, spektrophotometrisch 








gemessen. 

Fraktion y p-Nitro-phenol/g/Stde. Anreicherung 
Trockenpulver-Suspension . . 950 1 
OS ee 31 200 33 
Ue pears ee ae 22 500 24 
eee 80 000 85 
Be.) os) oe 50 000 53 
Bee fe 5 ee 32 000 34 
Bo ese ee a) lon 142 000 150 
Dee ais! oe se 156 000 164 
Uae ee 310 000 326 
Waar a BP 410 000 432 











18 M. Barber, B. W. L. Brooksbank u. S. W. A. Kuper, J. Pathol. Bac- 
teriol. 68, 57 [1951]. 
4 J.E.M.Whitehead, R. Wildy u. H. C. Engbaek, ebenda 65, 451 [1953]. 
15 J. E.M. Whitehead, A. R. Morrison u. L. Young, Biochem. J. 51, 585 
[1952]. 
16 §. D. Schultz-Haudt u. H.W.Scherp, J. Bacteriol. 69, 665 [1955]. 
17 T. Harada, K. Kono u. K. Yagi, J. agric. chem. Soc. Japan. 28, 237 
[1954]. 
18 A. Butenandt u. H. Hofstetter, diese Z. 259, 222 [1939]. 
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Wie Tab. 2 zeigt, spaltet die A.-oryzae-Sulfatase p-Nitro-phenyl- 
sulfat stark, Ostronsulfat maBig, wahrend selbst unter weitgehender 
Variation der Versuchsbedingungen Dehydro-epi-androsteronsulfat nicht 
gespalten wurde. 
Tab. 2. Spezifitat der Aspergillus-Sulfatase (bestimmt wurde das freigewordene 
Phenol bzw. Steroid). 























Stdn. mg 
Substrat * Puffer PH Inkub. A.-oryzae- | uMol/g/Stde. 
bei 37° Pulver 
0,005m NPS 0,5m Acetat 6,0 1 100 6,8 
0,005m DHAS 0,2m Tris yh 6 200 0 
0,005m DHAS 0,5m Acetat 5,0 19 50 0 
0,005m DHAS 0,2m Tris 7,2 19 50 0 
0,00l1m DHAS 0,2m Tris 7,2 72 Konzentrat** 0 
0,0025m DHAS 0.2m Tris age 48 100 0 
0,0025m OS 0,2m Tris 7,2 48 100 0,12 
0,005m DHAS 0,5m Tris 8,0 24 100 0 





* Abkiirzungen s. 8. 154. ** Frakt. III der Tab. 1; s. auch Schema 1, S. 155. 


Mit p-Nitro-phenylsulfat, 2-Hydroxy-5-nitro-phenylsulfat und De- 
hydro-epi-androsteronsulfat lieBen sich in héheren Pilzen, wie Sceloderma 
vulgare (Katoffelbovist), Lactarius camphoratus (Kampher-Milchpilz), 
Russula emetica (Spei-Taubling), trotz weitgehender Variation der Ver- 
suchsbedingungen weder Aryl- noch Steroidsulfatase nachweisen. 


c) Héhere Pflanzen 


AuBer einer schwachen Arylsulfatase-Wirkung im Samen von Sina- 
pis niger (Schwarzer Senf)!*, dessen Myrosulfatasewirkung schon langer 
bekannt ist, sind bisher keine Sulfatasen aus hdheren Pflanzen be- 
schrieben worden. 

Mit 2-Hydroxy-5-nitro-phenylsulfat fanden wir im Samen von 
Sarothamnus scoparius (Ginster), Digitalis purpurea (Fingerhut) und 
Lupinus angustifolius (Lupine) schwache Arylsulfatasewirkung. Samen 
von Eichen, Mohn, Goldlack, Ahorn, Akelei und Pfirsichen zeigten 
keine Arylsulfatasewirkung, ein KartoffelpreBsaft sowie Papain eben- 
falls nicht. Steroidsulfatase konnte in keinem der Fialle nachgewiesen 
werden. 

2. Aryl- und Steroidsulfatasen in Tieren 


Bisher wurden Aryl- und Steroidsulfatasen im Tierreich fast nur 
‘i Mollusken!?:2°21 und Séaugetieren® 1% 12,22,23, vereinzelt auch bei 


19 H. Baum u. K.S. Dodgson, Nature [London] 179, 312 [1957]. 
20 T. Soda, J. Fac. Sci., Imp. Univ. Tokyo, Sect. I, 3, 149 [1936]. 
21 Y.Horiguchiu. M.Miyake, Bull. Japan. Soc. sci. Fisheries 19, 957 [1954]. 
22 R. I. Cox, Austral. J. Sci. 19, 202 [1957]. 
23 K.S. Dodgson u. C. H. Wynn, Biochem. J. 68, 387 [1958]; A. B. Roy, 
Biochem. J. 58, 653 [1953]; 57, 465 [1954]. ; 
10* 
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Arthropoden nachgewiesen. Es erschien uns daher interessant, Ver- 
treter aus moglichst allen Stémmen des Tierreichs auf ihren Sulfatase- 
gehalt zu untersuchen. 

Als Enzymmaterial dienten bei groéBeren Tieren Homogenate der 
freipraparierten Organe, bei kleineren Tieren* zogen wir aus theoreti- 
schen und methodischen Griinden Gesamthomogenate vor. 


Tab. 3. Arylsulfatase in Hohltieren, Wiirmern und GliederfiiBlern. 




















Tierart Organ Substrat ** PH uMol/Stde. lg 
NCS 6 0,16 
Coelenterata NPS . ont 
seg ie : Gesamt PPS 6 0,001 
Veretillum cynomorium NCS 8 0.008 
DHAS 6 0 
andi DHAS — 8 0 
Lumbricus terrestris Gesamt oa : : 007 
(Regenwurm) NCS 6 0,04 
Arthropoda DHAS 72 0 
1. Krebse Hamolymphe NCS 6 0,64 
Potamobius fb * sili NPS 6 0,1—0,14 
otamobius fluviatilis ie 
(FluBkrebs) Magensaft { adn 9 oi 
2. Insekten pa 
Musca domestica Gesamt { ores oni 
(Hausfliege) ae : eee 
Carabus hortensis Gesamt NCS 6,4 0,25—0,5 
(Gartenlaufkafer) 
Stenobothrus lineatus Gesamt { NPS 6 0,05 
(Grashiipfer) NCS 6 0,4 
NCS 6 1,6 
: : : Te NCS 8 0,13 
' Dasychira pudibunda Raupe, Gesamt DHAS 6 0 
DHAS 8 0 
3. Spinnen 
. . NPS 6 0,15 
ee domestica Gesamt NCS 6 0,74 
(Hausspinne) | DHAS 6 0 














** Abkiirzungen s. S. 154. 


In Hohltieren, Wiirmern und GliederfiiBlern konnten wir 
Arylsulfatase nachweisen, Steroidsulfatase war in diesen Staémmen nicht 
enthalten (Tab. 3). 

* Herrn Professor Petit, Banyuls-Sur-Mer, Frankreich, danken wir fir die 
freundliche. Ubersendung einiger Meerestiere. 
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Das Vorkommen von Sulfatasen in japanischen?° und in Nordsee- 
schnecken**, in Weinbergschnecken® und in Muscheln?®?! sowie in 
einer australischen Schneckenart”’ ist schon bekannt. Wir untersuchten 
die Verteilung des Enzyms in den einzelnen Organen der Weinberg- 
schnecke und priiften einige leicht zugangliche Vertreter von Land- 
schnecken auf ihren Sulfatasegehalt (Tab. 4). 


Tab. 4. Aryl- und Steroidsulfatasen in Schnecken. 














Tierart Organ | Substrat * PH puMol/Stde./g 
Verdauungssaft { —" ; wa 
NPS 6 3,7 
Lunge PPS 6 0,12 
DHAS 6 0,009 
NPS 6 3,7 
. . MuskelfuB PPS 6 0,04 
Helix pomatia D 
(Weinbergschnecke) . DHAS 6 0,01 
Caltiew j DHAS 6 0,01 
| PPS 6 3 
{ NPS 6 3,6 
eae | OS 7,2 0,04 
DHAS 6 0,02 
Kier NPS 6 0,25 
NCS 6 0,13 
Helix hortensis NPS 6 3,74 
(Gartenschnecke) Gesamt PPS 6 0,31 
DHAS 6 0,03 
| NPS 6 0,06 
_ Leber NCS 6 0,45 
DHAS 6 0,003 
Arion empiricorum NPS 6 1,23 
(Wegschnecke) MuskelfuB { NCS 6 0,48 
NPS 6 0,5 
Verdauungssaft NCS 6 1,19 
DHAS 6 0,01 

















* Abkiirzungen s. S. 154. 


Die an den Schnecken gemessenen Werte sind sehr hoch; der 
Weinbergschnecken-Verdauungssaft hat die hdéchste natiirlich vor- 
kommende Aktivitéat an Aryl- und Steroidsulfatase. Wir reicherten die 
Fermentaktivitat weiter an und untersuchten mit einem elektrotitri- 
metrischen Verfahren?> die Spezifitét der Sulfatasen des Weinberg- 
schnecken-Verdauungssaftes. 


24 K.S. Dodgson u. B. Spencer, Biochem. J. 57, 310 [1954]. 
2> R. Ammon u. K. H. Ney, diese Z. 314, 240 [1959]. 
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Tab. 5. Anreicherung der Aktivitat des Weinbergschnecken-Verdauungssaftes 
durch fraktionierte Fallung mit Aceton (vgl. Schema 2). 


K. H. Ney und R. Ammon, 











y p-Nitro- a y Dehydro-ey- . 
Stufe phenol/ — androsteron/ —" 
g/Stde. ss g/Stde. 

Verdauungssaft . . 1 275 000 1 2 680 1 
Binet 4 4 000 000 3 9 250 3 

TR es, aps 1 250 000 1 2 300 1 

Ill 8 000 000 6 24 000 8 

IV 1000000 - 1 2 500 1 
Wee 4 s 26 000 000 20 55 000 20 














Wir reicherten die Aryl- und Steroidsulfatase des Weinberg- 
schnecken-Verdauungssaftes auf das 20fache an (Tab. 5). Die Paralleli- 
tat der beiden sulfatatischen Aktivitaten spricht fiir die nahe Ver- 
wandtschaft oder sogar Identitat der beiden Enzyme. Es sei hier er- 
wahnt, daB Roy? die Aryl- und Steroidsulfatase der Patella vulgata 
elektrophoretisch zwar unterscheiden, aber nicht véllig trennen konnte. 
Aryl- und Steroidsulfatase der Saugetierleber lieBen sich bisher, evtl. 
bedingt durch die Unléslichkeit der Lebersulfatasen, nicht trennen. 

Wie elektrotitrimetrische Versuche zeigen, werden primare und 
sekundaére Alkylsulfate durch den Helix-Verdauungssaft?® nicht ange- 
griffen. Die Steroidsulfatase des Helix-pomatia-Verdauungssaftes hat 
nach diesen Versuchen eine ahnliche Spezifitat wie die Rinderleber- 
Steroidsulfatase von Gibian*?° und die Steroidsulfatase von Roy aus 
Nordseeschnecken?: Die 3a-Verbindung Androsteronsulfat wird nicht 
angegriffen, die 36-Verbindung Dehydro-epi-androsteronsulfat ist spalt- 
bar. 


Tab. 6. Arylsulfatasen in Stachelhautern und Manteltieren. 
(Es wurden die ganzen Tiere homogenisiert.) 








Tierart Substrat * PH uMol/Stde./g 
: DHAS 6 0 
Echinodermata | DHAS 8 0 
. . NCS 6 0,9 
Echinaster sepositus NPS 6 18 
PPS 6 0,13 
NCS 8 0,19 
Tunicata DHAS 6 0 
: , DHAS 8 0 
Microcosmos microcosmos NCS 6 0,2 
NPS 6 0,07 











* Abkiirzungen s. S. 154. 


Auch Vertreter der Stachelhauter und Manteltiere enthalten 
Arylsulfatasen, aber keine Steroidsulfatasen (Tab. 6). 
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Tab. 7. Aryl- und Steroidsulfatasen in Fischen, Lurchen und Végeln. 
Tierart Organ Substrat * PH »uMol/g/Stde. 
Vertebrata 
1. Fische 
5 DHAS 8 0,007 
Leber DHAS 6 0,00017 
(Karpfen) } Galle _ NCS 6 0,045 
Herz NCS 6 0,07 
| Muskel NCS 6 0,036 
2. Lurch 
paore DHAS 6 0,017 
Leber DHAS 8 0,017 
Ra , NCS 6 3,2 
— ) Herz NCS 6 0,16 
Muskel NCS 6 0,04 
| Hirn NCS 6 0,04 
3. Vogel ine NCS 6 51 
Passer domesticus DHAS S 0,012 
Gehirn NCS 6 0,19 
Lunge NCS 6 0,26 














* Abkiirzungen s. S. 154. 


In Fischen, Lurchen und Végeln wurden Arylsulfatasen fest- 
gestellt; die Leber dieser Tiere enthielt Steroidsulfatasen (Tab. 7). 

Seit Neubergs Arbeiten®’ ist der Arylsulfatasegehalt von Sauge- 
tierorganen, insbesondere der Leber bekannt und wurde in einer 
Reihe neuerer Publikationen vor allem englischer Autoren!®?* wieder 
aufgegriffen. Die kiirzlich gefundene Sauger-Steroidsulfatase!® * wurde 
schon erwahnt. 

Unsere Versuche mit Saugetiersulfatase beschrankten sich auf einige 
vergleichende Untersuchungen an Organen von Ratten, Kaninchen und 
Meerschweinchen sowie Versuche mit der Scheringschen Leber-Steroid- 
sulfatase 1° (Tab. 8). 

Urin, Gallensaft und Blutplasma von Kaninchen enthalten Aryl- 
sulfatase-Aktivitat; Steroidsulfatase war im Plasma nicht nachzu- 
weisen. Beim Meerschweinchen fanden wir die héchsten Aktivitaten 
an Aryl- und Steroidsulfatasen in Nebenniere, Milz und Leber. Auch 
in Rinderleber-Ste:idsulfatase ,,Schering“ ist mit p-Nitro- und mit 
2-Hydroxy-5-nitro-phenylsulfat Arylsulfatase zu finden. 

In menschlichen Organen wurde von Rosenfeld*®, vor allem in 
Niere, Leber und Gehirn, Arylsulfatase festgestellt. Wohlgemuth und 
Nakamura?’ untersuchten die Arylsulfatase der menschlichen Haut. 


26 L. Rosenfeld, Biochem. Z. 157, 434 [1925]. 
27 J. Wohlgemuth u. Y. Nakamura, Biochem. Z. 175, 216 [1926]. 
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Tab. 8. Sulfatasegehalt in Ratten-, Kaninchen- und Meerschweinchenorganen 
bzw. -kérpersaéften sowie der Rinderleber-Steroidsulfatase ,,Schering“. 

















Tierart Organ | Substrat * pu | “#Mol/g/Stde, 
Leber NPS 6,2 5—5,8 
Rattus rattus (Ratte) Leber-Aceton-| { NPS 7 26,3 
trockenpulver | | DHAS | 7,2 0,11 
Gallensaft . NCS 6 0,05 
NPS 6 0,002 
NPS 8 0,001 
Oryctolagus cuniculus Blutplasma A : = 
(Kaninchen) DHAS 8 0 
Erythrocyten { as ; ; 
Urin NPS 6,4 0,0003 
DHAS 7 0,004 
ae { NCS 6 0,39 
DHAS 7 0,003 
motel { NCS 6 0,03 
J DHAS 7 0,009 
mane | NCS 6 0,36 
, 3 J DHAS 7 0,002 
Cavia porcellus _— | NCS 6 0,15 
(Meerschweinchen) no a { or Vf 0,036 
J DHAS 7 0,009 
aange | CNS 6 0,13 
: J DHAS 7 0,017 
Milks | NCS 6 2,66 
; J DHAS 7 0,003 : 
Goin | NCS 6 0,22 
Rinderleber-Steroid- J NPS 6,4 0,72 
sulfatase ,,Schering“‘ | NCS 6,4 3,2 














* Abkiirzungen s. S. 154. 


Dodgson, Spencer und Wynn?® konnten in der menschlichen Leber 
und in einer Anzahl anderer Organe des menschlichen Ko6rpers drei 
verschiedene Arylsulfatasen (Sulfatase A, B und C) feststellen. Auch 





im Serum des Menschen ist Arylsulfatase vorhanden?®, 
Entgegen anderslautenden Befunden*® ist im Urin einwandfrei 
Arylsulfatasewirkung festzustellen?® *-**, Wir konnten durch eine 










*8 K. S. Dodgson, B. Spencer u. C. H. Wynn, Biochem. J. 62, 500 [1956]. 


31 C, Huggins u. D. R. Smith, J. biol. Chemistry 170, 391 [1947]. 
32 F. Russo, Fisiol. e Med. [Roma] 15, 289 [1947]. 
33 R. Ammon u. K. H. Ney, Arch. Biochem. Biophysics 69, 178 [1957]. 


29 K. S. Dodgson u. B. Spencer, Biochem. J. 65, 668 [1957]. r 
30 M. Pantlitschko u. E. Kaiser, Mh. Chem. 88, 1140 [1952]. 


50! 


504 


181 
dia 


10¢ 


106 


kei 
tat 
tra 
sel 
Wil 


Le 


fiig 





(1959) 
ganen 


(Stde, 





FRR To 


Bd. 315 (1959) Verbreitung der Aryl- und Steroidsulfatasen 153 


Acetonfallung die Urinsulfatase auf das 100fache anreichern und so- 
wohl eine Alters- (Maximum bei 30 Jahren), als auch eine Geschlechts- 
abhangigkeit (2 > 3)** feststellen (vgl. auch Tab. 9). 


Tab. 9. Spezifitat der Urinsulfatase des Menschen. 






































‘ia 3 | “Mol frei- 
ire — & £ Substrat * Puffer PH ee 
= a Steroid 

100fach 18 Q 0,005m DHAS 0.5m Acetat 5 0 
18 Q 0,005m DHAS 0,2m Tris 7,2 0 
27 Q 0,002m OS 0,2m Tris y [B- 0,52 
7 2 | 0,002m OS 0,2m Tris 72 0,52 
50fach 40 2 0,002m OS 0,2m Tris 7,2 0,24 
40 Q 0,002m DHAS 0,2m Tris y pe 0 
40 Q 0,005m NPS 0,2m Tris 1,2 1,15 
50fach 18 3 0,005m NPS 0.5m Acetat 6 0,5 
18 3 0,005m NPS 0,5m Tris 8 1,0 
18 re) 0,005m DHAS 0.5m Acetat 6 0 
18 3 0,005m DHAS 0,5m Tri** 8 0 
18fach 17 3} 0,005m DHAS 0,5m Tri | 0 
dialys. 17 Q 0,005m DHAS 0,5m Tri a 0 
100fach 17 3 0,005m NPS 0,5m Tri 7 2,16 
17 3 0,005m PPS 0.5m Tri i; 0,25 
iT 2 0,005m NPS 0,5m Tri 7 1,9 
17 Q 0,005m OS 0,5m Tri | 0,32 
100fach 2 2 0,005m NPS 0,5m Acetat 6,4 0,5 
* Abkiirzungen s. 8S. 154. ** Tri = Triithanolamin-Essigsiure-Puffer. 


Auch Versuche mit nativem Urin ergaben bei 64stdg. Inkubation 
keine Spaltung von Dehydro-epi-androsteronsulfat. Aus diesen Resul- 
taten folgt, daB weder im nativen Harn noch im Urin-Sulfatasekonzen- 
trat Steroidsulfatase nachzuweisen ist, wahrend Ostronsulfat auf Grund 
seines aromatischen Ringes A durch die Urin-Arylsulfatase angegriffen 
wird. 

Zur Untersuchung der Steroidsulfatase der menschlichen 
Leber stand uns die Leber eines Patienten mit Lebercirrhose zur Ver- 
fiigung. Wir untersuchten sowohl die native Leber als auch ein daraus 


Tab. 10. Steroidsulfatase der menschlichen Leber. 
(Als Substrat diente Dehydro-epi-androsteronsulfat.) 





PH | “Mol/g/Stde. 
{8 0,03 
\ 9 0,02 

8 0,48 
{ 9 0,31 





Leber (nativ) 





Leber-Acetontrockenpulver 
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hergestelltes Acetontrockenpulver. Wie Tab. 10 zeigt, ist in der mensch- 
lichen Leber eindeutig Steroidsulfatase nachweisbar. Im Acetontrocken- 
pulver haben wir die Steroidsulfatase-Aktivitat auf das 15fache gegen- 
iiber dem Ausgangsmaterial angereichert. 


Es muB darauf hingewiesen werden, da bei der Feststellung einer 
steroidsulfatatischen Wirkung gleichzeitig die einer Arylsulfatase nach- 
gewiesen wird. Umgekehrt aber gibt es eine arylsulfatatische Wirkung, 
ohne die einer Steroid-Sulfatase. Die Fahigkeit zur Spaltung eines 
Steroidesters, wie des Ostronsulfats, wird von der Arylsulfatase bewirkt, 
da es sich hier um ein aromatisches Sulfat handelt, wahrend die eigent- 
liche, sehr spezifische Steroid-Sulfatase die 36-Sulfate der 5«- und A°- 
Steroide als Substrate besitzt. 


Versuchsbeschreibung 


Als Substrate standen uns zur Verfiigung: Ostronsulfat (OS) und Dehydro- 
epi-androsteronsulfat (DHAS). p-Nitro-phenylsulfat®t- (NPS) und Phenol- 
phthaleinsulfat®® (PPS) stellten wir durch Veresterung der entsprechenden Phe- 
nole mit Chlorsulfonsaure* in Pyridin®® dar. 2-Hydroxy-5-nitro-phenylsulfat (NCS) 
erhielten wir nach Roy durch Einwirkung von Persulfat auf p-Nitro-phenol. Die 
Rohprodukte wurden so lange aus Wasser umkristallisiert, bis SO,2°, CI? und Aus- 
gangsphenol nicht mehr nachweisbar waren. Zur Verminderung der Zersetzung 
wurden die Substrate trocken im Eisschrank aufbewahrt. 


Zur Bestimmung der Sulfataseaktivitat verwandten wir in Spezial- 
fallen manometrische und elektrotitrimetrische Methoden?>. Im allgemeinen kamen 
aber spektrophotometrische Verfahren zur Anwendung. Hierzu beniitzten wir im 
sauren Bereich den Acetatpuffer, im basischen den Triathanolamin-Essigsaure- 
oder den Tris-[hydroxymethyl]]-aminomethan-HCl-Puffer. Die Pufferkonzentration 
war in den meigten Versuchen 0,5m. Der Ansatz betrug iiblicherweise 3 ml Puffer, 
1 ml Substrat (0,005m) und 1 m/ auf Fermentaktivitat zu untersuchende Lésung 
oder Suspension. Nach der Inkubation bei 37° wurde zu den Ansatzen mit p- 
Nitro-phenylsulfat*!5 ml ln NaOH hinzugefiigt, zu den Ansaétzen mit Phenol- 
phthaleinsulfat® 5 ml 0,4m Glycinpuffer, py 10,45. Wir zentrifugierten 5 Min. 
bei 4000 U/Min. und maBen die Extinktion von p-Nitro-phenol bei 405 my, die 
von Phenolphthalein bei 546 mu im Photometer Eppendorf. 


Zu den Versuchen mit 2-Hydroxy-5-nitro-phenylsulfat gaben wir nach 
der Inkubation je 1 ml 6proz. Phosphorwolframsiure, zentrifugierten und pipet- 
tierten dann, modifiziert nach Roy", 5 ml in alkalische Hydrochinonlésung und 
spektrophotometrierten bei 546 mu. 

Die Bestimmung der Steroidsulfatase-Aktivitat mit Dehydro-ept-andro- 
steronsulfat als Substrat erfolgte nach Zimmermann*®, Da in diesem Falle 
Ester und freies Steroid dieselbe Reaktion geben, muBten sie nach der Inkubation 
durch Atherextraktion getrennt werden. Der Ansatz wurde mit 2 ml ln NaOH 
versetzt und 3mal mit je 30 mi Ather extrahiert. Die ather. Lésung, die nur noch 
das freie Steroid enthielt, wurde mit Na,SO, getrocknet und zur Trockne ein- 
gedampft. Der Riickstand, gelést in 2 m/ Athanol, wurde mit 2 ml 5n KOH und 
2 ml athanol., 2proz. 1.3-Dinitro-benzol-Lésung versetzt und 1 Stde. im Dunkeln 
bei 20° belassen. Dann wurden die einzelnen Ansitze mit je 5 ml Chloroform im 


34 A. Verley, Bull. Soc. chim. France [3] 25, 46 [1901]. 
35 J. Feigenbaum u. C. Neuberg, J. Amer. chem. Soc. 68, 3529 [1941]. 
36 W. Zimmermann, diese Z. 280, 257 [1935]. 
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Scheidetrichter ausgeschiittelt, mit Natriumsulfat getrocknet und bei 546 my in 
9.cm-Kiivetten gemessen. Es liefen immer Blindversuche parallel, in denen die 
Enzymlosung erst nach der Inkubation zugefiigt wurde. Die Spaltungen wurden 
auf y oder auf ~Mol freigewordenes Steroid oder Phenol pro g Frischgewebe (bei 
Fermentanreicherungen pro g Trockengewicht) pro Stde. Inkubationszeit extra- 
poliert. 

Anreicherung der Aspergillus-Sulfatase: Wir extrahierten 40g 
Aspergillus-oryzae-Pulver (Praparat der Fa. Henning, Berlin) 1 Stde. mit 100 ml 
Wasser. Den Extrakt fallten wir im Eisschrank mit Aceton und zentrifugierten 
5 Min. bei 4000 U/Min. Dann wurde iiber Nacht gegen flieBendes Leitungswasser 
dialysiert. Das Trockengewicht bestimmten wir durch Eindampfen aliquoter An- 
teile der Fermentlésung. In Schema 1 ist der Trennungsgang gegeben. 


A.-oryzae-Pulver 








t 
Wasserextrakt 
00-33% Acetonfallung 66-99% 
33-66% a 
+ t { 
Fallung dialysiert (I) Fallung dialysiert (IT) Fallung dialysiert (IIT) 
| | 
a Lésg. 8 Stdn. bei , Lésg. 8 Stdn. bei suspendiert in 
ae i 1 | 3° aufbewahrt, in enon 3° aufbewahrt, | 10 ml Wasser, Zu- 
Sone? zentrifug. 8 . | zentrifug. | satz von 2 ml 
| 0,5m Acetatpuffer 
Lésung (Ia) Lésung (IIa) [| eee 
[ Uberstand dialysiert + 8 mi Aceton 
{ 1 
Fallung dialysiert (V) Niederschlag dialysiert (IV) 


aufgenommen in 2 m/ Wasser, 
Zusatz von 0,5 ml Puffer und 
2 ml Aceton 


Niederschlag . Uberstand 


dialysiert (VII) ~+2m! ican ———--> Niederschlag dialysiert (VI) 


Schema 1. Anreicherung der Aspergillus-Arylsulfatase. 


Fraktionierte Fallung des Weinbergschnecken-Verdauungssaftes 
mit Aceton 


Ausgehend von 3 ml Weinbergschnecken-Verdauungssaft, gewonnen aus 
19 Schnecken, wurde das Enzym durch Fraktionierung mit Aceton angereichert, 
wobei wir die Aktivitét in Abhangigkeit vom Trockengewicht bestimmten. 
Gefallt wurde immer mit eiskaltem Aceton bei etwa 3—5°; nach 5—10 Min. 
Abkihlung zentrifugierten wir 5 Min. bei 4000 U/Min. und dialysierten gegen 
flieBendes Wasser. Schema 2 erlautert den Trennungsgang. . 
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3 ml Verdauungssaft mit 6 ml Aceton 
gefallt, zentrifugiert, Niederschlag in 
2 ml Wasser aufgenommen, iiber Nacht 
gegen flieBendes Leitungswasser dialy- 
siert = Frakt. I 


2 ml I mit 1 ml 0,5 m Acetatpuffer 
versetzt, mit 2 ml Aceton gefallt, zen- 
trifugiert. 
Niederschlag in 1 ml Wasser aufge- 
nommen und iiber Nacht dialysiert= 
Frakt. II 


Zentrifugat mit 3 m/ Aceton gefallt — 


zentrifugiert, aufgenommen in 1 mi 
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Zentrifugat mit 3 ml Aceton gefalit, 
zentrifugiert, Niederschlag aufgenom- 
men in 2 ml Wasser iiber Nacht dialy- 
siert = Frakt. III 


t 
1,4 ml III mit 0,5 ml Acetatpuffer, 
pu 6, versetzt, mit 1 ml Aceton ge- 
fallt, zentrifugiert. 





Niederschlag aufgenommen in 1 ml | 
Wasser, Dialyse iiber Nacht = 


Wasser, Dialyse iiber Nacht = Frakt. IV 
Frakt. V 
Schema 2. Anreicherung der Sulfataseaktivitat des Weinbergschnecken- 
Verdauungssaftes. 
Zusammenfassung 


1. Im Pflanzenreich findet sich Arylsulfatase in einigen Samen und in | 


Aspergillus oryzae. 


2. Arylsulfatase war in sdmtlichen untersuchten Tieren der Stamme 
Coelenterata, Vermes, Arthropoda, Echinodermata, Tunicata, Mollusca, 


Vertebrata nachzuweisen. 


we 09 


. Steroidsulfatase kommt in Mollusken und Wirbeltieren vor. 
. Im menschlichen Urin konnte nur Arylsulfatase nachgewiesen wer- 


den; menschliche Leber enthalt Steroidsulfatase. 


Summary 


1. In the plant kingdom arylsulphatase was found in some seeds and 


in Aspergillus oryzae. 


2. Arylsulphatase was detected in 


Vetrebrata. 


tested animals from all phyla: 
Coelenterata, Vermes, Arthropoda, Echinodermata, Tunicata, Mollusca, 


3. Steroidsulphatase was found in molluscs and in vertebrates. 
4. Besides the known arylsulphatase, no steroidsulphatase was detected 


in human urine. Human liver exhibits steroidsulphatase activity. 
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Papierchromatographische Analyse von Plasmalogenen 
Von 
M. H. Hack und V. J. Ferrans 


Aus der Medizinisch-Anatomischen Abteilung der Tulane- Universitit, New Orleans (Louisiana), USA 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24, Januar 1959) 


Auf dem Gebiet der papierchromatographischen Analyse von Li- 
poiden wurden seit unserer ersten Arbeit zu diesem Thema! groBe Fort- 
schritte gemacht. Besonders bedeutungsvoll ist die scharfe Auftrennung 
der Fraktionen, die Marinetti und Stotz? mit essigsauren Lésungs- 
mittelsystemen auf Papier, das mit Kieselsiure impragniert war, er- 
zielten. Wie wir feststellten, weisen aber zweidimensionale Chromato- 
gramme, wie sie diese Autoren beschrieben, bei der Chromatographie 
von Plasmalogenen freie Aldehyde und Lysoverbindungen auf; diese 
entstehen wegen des hohen Gehaltes an Essigsdure in den verwendeten 
Lésungsmittelsystemen schon bei der ersten tiber 20 Stdn. dauernden 
Entwicklung und beim Trocknen der Chromatogramme bei 25°. Nach 
Entwickeln in der zweiten Dimension erscheinen sie dann als gesonderte 
Fraktionen. Diese leichte Abspaltbarkeit der Aldehyde aus dem Plasma- 
logen unter Einwirkung von Essigsaéure, wobei als Spaltprodukte die 
entsprechenden Lysophosphatide erhalten werden, ist schon von Klenk 
und Debuch gezeigt worden*‘. 

Um die gute Trennwirkung dieser Lésungsmittelsysteme beizu- 
behalten, dabei jedoch die Hydrolyse der labilen Verbindungen nach 
Moglichkeit zu vermeiden, haben wir unsere Chromatogramme innerhalb 
von 2—5 Stdn. bei 2° eindimensional entwickelt. Zweidimensionale 
Chromatogramme sind selbst unter diesen schonenden Bedingungen 
nicht zuverlassig, wenn das erste Lésungsmittelgemisch Essigsdure 
enthalt. 


Methodik 


Gewebeextrakte: Aus frischem oder gefriergetrocknetem Herzgewebe von 
Ratte, Schwein, Rind, Hund und Affe, in einigen Fallen auch von Reptilien und 
wirbellosen Tieren, wurden nach Folch und Mitarbeitern® Gesamtlipoid-Extrakte 
mit Chloroform/Methanol 2:1 hergestelit. Die Frischgewebe-Extrakte hielten sich 
besonders gut im Kiihlschrank, wie innerhalb von 12 Monaten durch wiederholte 


1M. H. Hack, Biochem. J. 54, 602 [1953]. 

2 G. V. Marinetti u. E. Stotz, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 21, 
168 [1956]. 

3 KE. Klenk u. H. Debuch, diese Z. 296, 179 [1954]; 299, 66 [1955]. 

4 H. Debuch, diese Z. 304, 109 [1956]. 

5 J. Folch, M. Lees u. C.H.S. Stanley, J. biol. Chemistry 226, 497 [1957]. 
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Papierchromatographie gezeigt wurde. Zum Vergleich wurden aus gefriergetrock.- 
netem Material auch Aceton- und Benzin-Extrakte gewonnen, die sich qualitativ 
nicht von den Chloroform/Methanol-Extrakten unterschieden; sie enthielten jedoch 


nur die Halfte oder !/, der untersuchten Substanzen. Die Gegenwart von Plasma. | 


logen in Acetonextrakten ist sicher ein Zwischenléslichkeitsphinomen, da sich 
diese Substanzen bei Chromatographie mit Aceton nicht vom Startpunkt bewegen. 

Zur Identifizierung der so gewonnenen Plasmalogene wurden die Extrakte 
direkt bzw. nach verschiedenen Reaktionen papierchromatographisch untersucht. 
Als Vergleichspraparate dienten durch Chromatographie an SiO,-Saulen gereinigtes 
Kephalin und Lecithin aus Herz- bzw. Eigelbextrakten. 


Reaktionen 


‘ Alle. Reaktionen wurden in Reagenzglasern und zum Teil auch direkt auf 
dem Papier durchgefihrt. 


a) Enzymatische Hydrolyse®-*: Verwendet wurde Lecithinase A (gefrier- | 


getrocknetes Schlangengift von Agkistrodon piscivorus vom Ross Allen Reptile 
Institute, Silver Springs, Florida); Lecithinase C wurde nach Kates’ aus 
Kohl frisch hergestellt; Lecithinase D wurde von Dr. G. H. Bornside nach 
1.c.8 aus Toxin von Clostridium perfringens gewonnen. 1 mg Enzym wurde in 
1 ml Wasser gelést und sofort mit 1 m/ Extrakt 1 Stde. bei Raumtemperatur 
geschiittelt. 

b) Spaltung mit HgCl,: 1 ml Extrakt wurde 1 Stde. mit 1 ml 0,05m HgCl, in 
Wasser bei 25° inkubiert. 

ce) Spaltung durch Saure: 1 mi Extrakt wurde 1—24 Stdn. mit 1 ml Eisessig 
bei 25° inkubiert. 

d) Die Wirkung von Alkali wurde durch Adsorption an MgO® und anschlieBende 
Elution mit*Methanol oder durch alkalische Hydrolyse!® hervorgerufen. 

e) Katalytische Hydrierung: Der athanollésliche Teil des Extraktes wurde 
in Gegenwart von PtO, mit Wasserstoff bei Normaldruck und Raumtemperatur 
reduziert. 


Die unter a—c beschriebenen Reaktionen wurden auch direkt auf dem 
Papier ausgefiihrt: 0,01 ~Mol Lipoid wurde aufgetragen und getrocknet. 1 pl 
Enzymlésung bzw. Reagenz zugefiigt und das Papier zwischen 2 Petri-Schalen 
gelegt, deren untere Wasser enthielt. Um den Flecken feucht zu halten, wurde, 
wenn nétig, mehr Enzym hinzugefiigt. Bei 25° betrug die Reaktionszeit 15 bis 
60 Min.; anschlieBend wurde getrocknet und chromatographiert. 


Papierchromatographie 

Whatman-Papier Nr. 1, 14 x 14cm, wurde nach I.c.? mit Natriumsilikat 
(Mallinckrodt) impragniert. Vor der Anwendung wird das so behandelte Papier 
zweckmaBigerweise dann mit Chloroform/Methanol 2:1 aufsteigend gewaschen. Je 
25 wl des Extraktes (0,01 «Mol Lipoide) wurden aufgetragen. Die Chromatogramme 
wurden in Diisobutylketon/Essigsiure/Wasser 40:23:3 bei 2° entwickelt und an- 
schlieBend 20 Min. bei 2° getrocknet. 

Es wurden auch folgende Papiere verwendet: 1. Whatman Nr. 1, unbehan- 
delt; 2. desgl., mit Al,O, unter Modifikation der Technik von Bush" impragniert; 


6 D. Fairbairn, J. biol. Chemistry 157, 633 [1945]. 

7 M. Kates, Canad. J. Biochem. Physiol. 32, 571 [1954]. 

8 B. Cinader, Brit. J. exp. Pathol. 38, 362 [1957]. 

® A. Taurog, C. Entenman, B. A. Fries u. I. L. Chaikoff, J. biol. Chemi- 
stry 155, 19 [1944]. 

10 §. J. Thannhauser, N. F. Boncoddo u. G. Schmidt, J. biol. Chemistry 
188, 417 [1951]. 
11 J, E. Bush, Biochem. J. 50, 370 [1952]. 
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3. impragniert mit MgO nach ahnlichem Verfahren. Auf den unter 2 und 3 ge- 
nannten Papieren wanderten im Gegensatz zu den anderen Papieren die Plasma- 
logene schneller als die entsprechenden Diester; 4. Glasfaserpapier (H. Reeve 
Angel & Co.), impragniert mit Kieselsiure, wurde zum Nachweis von Digly- 
ceriden!? beniitzt, die durch Hydrolyse mit Lecithinase D entstanden waren. 
Zur Kontrolle wurde jeder der hier beschriebenen Versuche auch bei Raum- 
temperatur mit Chloroform/Methanol 2:1 als Lésungsmittelsystem ausgefiihrt. 
Dabei wurde zwar keine so scharfe Trennung erzielt wie mit Diisobutylketon/ 
Essigsdure/Wasser; die Ergebnisse konnten aber damit bestatigt werden. 


Farbungen 


1. Plasmalfarbung: Die Chromatogramme wurden 10 Min. in eine frisch 
hergestellte Lésung von 1 ml fuchsinschwefeliger Saure! und 1 mi 0,05m HgCl, * 
pro 100 ml 0,005m H,SO, gelegt. Freie Aldehyde farbten sich sofort violett; 
natiirliche Plasmalogene erreichten nach 2 Min. Maximalfarbung, wahrend Lyso- 
plasmalogene sich etwas rascher farbten. Es wurde dann 3mal jeweils 10 Min. in 
0,005m H,SO, gewaschen und entweder luftgetrocknet oder mit Rhodamin 6 G 
in 0,005m H,SO, gefarbt. 

2. Aminostickstoff: Die Chromatogramme warden 5 Min. in frisch be- 
reitete 0,005m Ninhydrinlésung gelegt, 1 Min. getrocknet und 7 Min. auf 100° 
erhitzt.— Es wurde auch nach I.c.14 gearbeitet. Die so erhaltenen Chromatogramme 
konnten dann auf Cholin und Phosphor gepriift werden. 

3. Cholin: Die nach I.c.14 mit Ninhydrin gefarbten Chromatogramme wur- 
den 5 Min. in 0,5proz. waBr. Phosphormolybdansaure gelegt, 10 Min, in flieBendem 
Wasser gespilt und dann kurz in SnCl,-Lésung (Stammlésung: 40% SnCl, in 
konz. Salzsiure; diese jeweils frisch 1:10 verdiinnt) getaucht, mit Wasser ge- 
waschen und getrocknet. 

4. Phosphor: Es wurde mit frischer Reagenzlésung (2 ml H,SO,, 12 ml 
2.5proz. Ammoniummolybdat-Lésung und 10 ml 0,85proz. NaCl) bespriiht, 
1,5 Min. auf 100° erhitzt, kurz mit SnCl,-Lésung (s. unter 3) bespriiht und bei 
Raumtemperatur getrocknet. 

5. Doppelbindungen: Die Chromatogramme wurden 10—15 Min. lang 
den Daimpfen von OsO, ausgesetzt?. 


Ergebnisse 


Fiir die meisten Zwecke erwies sich eine zweistiindige Laufzeit der 
Chromatogramme als hinreichend; dabei war im allgemeinen keine 
Spaltung der Plasmalogene festzustellen. Wenn es wiinschenswert er- 
schien, die Flecken besser voneinander zu trennen, wurde mehr Zeit 
aufgewendet; dann konnten allerdings auch haufig die Spaltprodukte 
der Plasmalogene nachgewiesen werden. 

Die Chromatographie eines Herzextraktes ist in der Abbildung 
schematisch dargestellt. Beim unbehandelten Extrakt sind zwei 
Flecken zu sehen, die nach ihrer spezifischen Farbbarkeit als plasma- 
logenhaltiges Kephalin und plasmalogenhaltiges Lecithin anzusprechen 


* Eine Anzahl wasserléslicher Quecksilber(II)-Verbindungen wurde unter- 
sucht und genau so wirksam gefunden wie AuCl, oder PtCl,. Quecksilber(I)-Ver- 
bindungen katalysierten die Reaktion nicht. 

12 J. W. Dieckert u. R. Reiser, J. Amer. Oil Chemist's Soc. 88, 123 [1956]. 

13 G. Rouser, G. V. Marinetti, R. F. Witter, J. F. Berry u. E. Stotz, 
J. biol. Chemistry 228, 485 [1956]. 

14 C,H. Lea, D. N. Rhodes u. R. D. Stoll, Biochem. J. 60, 353 -[1955]. 
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sind. Diese Flecken wandern nur um ein geringes rascher als Kephalin 
bzw. Lecithin, so daB sie von diesen nicht getrennt werden. 

Nach Inkubation mit Lecithinase A sind neben den an der 
Lésungsmittelfront wandernden abgespaltenen Fettsduren nur mehr 
Lysokephalin und Lysolecithin nachweisbar. Einige Versuche wurden 
auch mit Bienengift durchgefiihrt; die Reaktion war langsamer, lieferte 
qualitativ aber das gleiche Ergebnis. Die Lecithinasen C und D sind 
im Gegensatz dazu spezifisch fiir Cholinphosphatide®; die Kephalin- 
fraktion blieb unangegriffen. 





O » = 2 


Fettsaure — Diglyceride Aldehyde Fettsaure 


ERS Phosphatidsaure 
e Kephalin : 
“al £ewk. - 
fa) lecithin-® Oo 


A @lysokephatin 2 @ @ 
 Lysolecithin ood 9 


Votbehandlung: ohne =A C 0 Hg?®? H® CHe bh 

Loe As ea 

Lecithinasen 
Schema der papierchromatographischen Trennung von Herzplasmalogenen in Di- 
isobutylketon/Essigsiure/Wasser 40:20:3 bei 2° nach verschiedener Vorbehand- 
lung. Die spezif. Farbbarkeit der Flecken ist durch Schwarzung entsprechend 
linksstehendem Schema gezeigt, z.B. ist Lecithin (®) positiv fiir Phosphor und 
Cholin. Alle Flecken mit positiver Plasmalfarbung zeigten auch die Reaktion mit 

OsO, auf Doppelbindungen. 











Wenn die enzymatische Hydrolyse auf dem Filterpapier vor- 
genommen wurde, dann war die Reaktion mit Lecithinase C und D in 
einer Stunde nicht vollstandig; die Reaktionsprodukte waren aber auch 
dann zu beobachten. 

Durch Quecksilber(II)-chlorid oder durch Siureeinwirkung 
werden die Aldehyde der Plasmalogene abgespalten, wobei die ent- 
sprechenden Lysoverbindungen entstehen. Aus diesen Versuchen ist 
weiter zu ersehen, daB die Extrakte neben den Plasmalogenen auch 
Kephalin und Lecithin enthalten. 

Bei der Einwirkung von Alkali auf Plasmalogen entstehen be- 
kanntlich auch Acetalphosphatide. Proben von synthetischem Colamin- 
Acetalphosphatid!*, die uns freundlicherweise von T. Malkin und C. L. 
Yarbo tiberlassen wurden, besaBen die gleiche Beweglichkeit wie Lyso- 


15 M. G. Macfarlane, Biochem. J. 42, 587 [1948]. 
16 M. J. Egerton u. T. Malkin, J. chem. Soc. [London] 1953, 2800. 
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kephalin, reagierten nur viel langsamer als natiirliches Plasmalogen bei 
der Plasmalfarbung. Nach Adsorption an MgO und Elution mit Methanol 
waren die Plasmalogene quantitativ umgesetzt, wobei als Reaktions- 
produkte freie Fettsdéuren und die den Lysoplasmalogenen entsprechen- 
den Flecken beobachtet wurden. Das Reaktionsprodukt aus amino- 
stickstoffhaltigem Plasmalogen war allerdings wegen seiner stairkeren 
Adsorption weniger leicht zuriickzugewinnen. 

Das hydrierte Material muBte wegen seiner geringen Léslichkeit 
in der Kalte bei Zimmertemperatur chromatographiert werden. Es wurde 
mit HgCl, nicht gespalten, d.h. es gab keine Plasmalreaktion, wie be- 
reits von Klenk und Debuch angegeben®. 

Es muB8B betont werden, daB hier nur die beiden Hauptfraktionen 
der Plasmalogene beschrieben sind, die auch in allen untersuchten 
Herzmuskelextrakten zugegen waren. Dariiber hinaus fanden wir 
regelmaBig noch einen dritten phosphorhaltigen Flecken, der in der 
Lysolecithin-Position auftritt; wir haben ihn aber wegen seiner ge- 
ringen Konzentration nicht weiter untersucht. AuBerdem erscheint 
immer eine schwach positive Plasmalreaktion an der Lésungsmittel- 
front. 

Die Wirkung von Lecithinase A auf die Plasmalogene aus Schweine- 
und Rinderherzen war die gleiche: In beiden Fallen entstanden die 
entsprechenden Lysoplasmalogene, wobei nur Fettsaéuren in Freiheit 
gesetzt wurden. Wir betrachten diesen Befund jedoch nicht als Beweis 
dafiir, daB der Aldehyd aller Plasmalogene in #-Stellung des Glycerins 
gebunden ist!’; wir glauben vielmehr, daB die Wirkung dieses Enzyms 
eher bindungsspezifisch als positionsspezifisch ist. 

Analysen von Humanserum bestitigten unseren friiheren Be- 
fund!8, daB hier das Cholinplasmalogen vorherrscht. Ein schwacher 
Flecken, der auch von B6hm und Richarz?® beobachtet wurde, konnte 
leicht als aminostickstoffhaltiges Plasmalogen identifiziert werden. 





Die vorliegenden, Untersuchungen wurden durch die Zuschiisse HTS 5633 
und H 2564 von National Heart Institute, United State Public Health 
Service, unterstiitzt. 


Zusammenfassung 


Eine einfache und anpassungsfihige chromatographische Analyse 
von Plasmalogenen und ihren verschiedenen Spaltprodukten auf SiO,- 
impragniertem Papier wird beschrieben. Zur Vermeidung der Hydrolyse 
durch die Essigsiure des Lésungsmittelsystems wurden die Chromato- 
gramme bei 2° in 2—5 Stdn. aufsteigend entwickelt. Die Methode wurde 


17 PD. J. Hanahan, J. biol. Chemistry 207, 879 [1954]; C. Long u. I. F. 
Penny, Biochem. J. 65, 382 [1957]; M. M. Rapport u. R. E. Franzl, J. biol. 
Chemistry 225, 851 [1957]. 

18 M. H. Hack, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 91, 92 [1956]. 
19 P. Bohm u. G. Richarz, diese Z. 306, 201 [1957]. 
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zur Untersuchung von Lipoiden des Herzgewebes verschiedener Tier. 
arten angewendet. Die Ergebnisse bestatigen die gegenwartigen Vor. 
stellungen iiber die Struktur der Plasmalogene. 


Summary 


A simple and versatile chromatographic analysis, on SiO, im. 
pregnated paper, of plasmalogens and their various split-products is 
described. To avoid hydrolysis by the acetic acid of the solvent system 
the chromatograms were developed for 2—5 hours at 2°. The method 
was used for examination of lipids of heart tissue of various animal 
species. The results confirm present notions of the structure of the 


plasmalogens. 
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Zur Heterogenitat von Enzymen, I 
Uber Enolase aus Kartoffelknollen 
Von 
Hermann Boser 


Aus der Biologischen Bundesanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft, Institut fiir Biochemie, 
Hann.-Miinden 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Miirz 1959) 


Seit den klassischen Untersuchungen von Warburg u. Christian! 
iiber das Garungsferment Enolase aus Hefe sind weitere Untersuchungen 
auf Hefe-Enolase?-* beschrankt geblieben. Erst 1956 gelang dem Arbeits- 
kreis von Biicher® die Kristallisation von Enolase aus Kaninchen- 
muskel. Im folgenden beschreiben wir die Isolierung sowie biologische, 
physikalische und chemische Eigenschaften von Enolase aus Kartoffel- 
knollen unter direkt vergleichbaren Bedingungen mit Versuchen an 
Hefe- und Muskel-Enolase. 


Methoden 


Optischer Test: Getestet wurde nach Warburg und Christian! bei 
pu 7,35 und 240myu (Zeiss-Spektralphotometer M4Q) in Quarzkiivetten von 10 mm 
Schichtdicke. Die molaren Konzentrationen in der Testkiivette (3 ml Endvolumen) 
betrugen: Natriumhydrogencarbonat 2 x 10-?, Glycin 2,7 x 10-%, MgSO, 2,7 x 10-3, 
p(-+)-2-Phosphoglycerinséure 2,4 x 10-%. Die Reaktion wurde immer mit dem 
Substrat gestartet und in Abstéinden von 10 Sek. die durch Phosphoenolbrenz- 
traubensaéure bedingte Extinktionszunahme AH gemessen (Abb. 1). 

Zur Priifung auf Phosphoglycerinsauremutase wurde statt 2-Phospho- 
glycerinséure eine aquimolare Menge 3-Phosphoglycerinsaiure eingesetzt. 

Isolierung: Wegen der groBen Empfindlichkeit (s. unten) der Kartoffel- 
Enolase sollen die Reinigungsschritte bei 0 bis + 4° in schneller Reihenfolge 
durchgefiihrt werden. Kartoffeln werden im Starmix homogenisiert und durch 
schnelles Perkolieren wird ein Rohsaft gewonnen, der sofort mit 1m Na,SO,- 
Lisung (1/199 des Saftvolumens) versetzt wird. 11 des hellgelben triiben Saftes 
wird durch Zugabe von 350 g Ammoniumsulfat in kleinen Portionen und unter 
Rithren auf den Sattigungsgrad 0,45 gebracht. Nach Zentrifugieren (10 Min., 
10000 x g) wird der Niederschlag verworfen und in die iiberstehende Lésung wei- 
tere 210 g Ammoniumsulfat (Sattigungsgrad jetzt 0,75) eingeriihrt. Der Nieder- 





1 O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 310, 384 [1942]. 

2 B.G. Malmstrém, Arch. Biochem. Biophysics 46, 345 [1953]. 

3B. G. Malmstrém, Arch. Biochem. Biophysics 70, 58 [1957]. 

4 Th. Biicher, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 1, 467 [1947]; B. G. 
Malmstrém, ebenda 18, 285 [1955]; B. G. Malmstrém u. L. E. Westlund, 
Arch. Biochem. Biophysics 61, 186 [1956]; E. W. Westhead u. B. G. Malm- 
strém, J. biol. Chemistry 228, 655 [1957]; F. Wold u. C. E. Ballou, ebenda 227, 
301, 313 [1957]. 

5 Th. Biicher u. Mitarbeiter (1956, noch unveréffentlicht). 
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schlag wird abzentrifugiert, in 100 ml Wasser aufgenommen und die Fraktionie- 
rung bei Sattigungsgrad 0,45 und 0,75 wiederholt. Der Niederschlag zwischen 
Sattigungsgrad 0,45 und 0,75 wird hochtourig abzentrifugiert (15 Min., 15000 x g; 
moglichst vollstandige Entfernung des Uberstandes) in 50 ml Wasser aufgenommen 
und mit 15 ml 4proz. Calciumphosphat-Suspension geschiittelt. Der Nieder- 
schlag wird verworfen, der Uberstand 3 Stdn. gegen dest. Wasser dialysiert und 
direkt zur Sulenchromatographie verwendet. Die Chromatographie geschah 

im Prinzip nach der von Tiselius® angegebenen 


] T 4 Methode, die wir wie folgt modifizierten: Zur 
| peor | Herstellung des Calciumphosphats wurden 
| 1/, Mol CaCl, und 1/, Mol Na,PO, gemeinsam fein 
2 2 3 Bi, & 


gemorsert und in einem hohen Glaszylinder unter 
ee 
06 


03 














| 

| | intensiver Durchmischung mit 31 Wasser iiber- 
| gossen. Das Gel fallt dann in geeigneter Form an 
1 und wird durch Aufschlammen mit Wasser und 
Dekantieren bis zur Chlorfreiheit gewaschen. 
Als Saulenfiillung wurden 200 g Kartoffelstarke 








etwa 1 Stde. durch Sedimentation eine konstant 
bleibende Héhe von etwa 60 cm bei einem Durch- 
| messer von 3cm. Nach Einsickern des Wassers 


| Wasser eingeschlimmt, die Fiillung erreicht nach 











wird das oben beschriebene Dialysat der Kartoffel- 
Enolase vorsichtig auf die Fiillung aufgegeben. 

















(,,Superior’’) und 50m/ 4proz. Gel in 400ml | 





aif Nach dessen Aufnahme wird die Saulenfiillung 
| mit 100 m/ Ammoniumsulfatlésung vom Siatti- | 

| | gungsgrad 0,05 iiberschichtet. Durch dieses (schon 

W ay a relativ hoch konzentrierte) Elutionsmittel wird 

i viel FremdeiweiB eluiert; Vorversuche ergaben, 


daB Kartoffel-Enolase erst von Ammoniumsulfat- 
Abb. 1. Optischer Test nach lésungen vom Sattigungsgrad zwischen 0,09 und 
Warburg und Christian 0,1 eluiert wird. Dies erleichtert die Isolierung; 
mit 14,3 y Kartoffel-Enolase, gleichzeitig wird dadurch auch die Stabilitét des 
Frakt. B, pro ml Ansatz. Fermentes im Eluat erhéht. Daher wurde die 
Elution mit 500 ml Ammoniumsulfatlésung vom 
Sattigungsgrad 0,1 durchgefiihrt, das Eluat in Fraktionen zu 2,5 ml aufgefangen 
und spatestens 24 Stdn. nach der Saftbereitung getestet. 

Kinetik: Unter den angegebenen Testbedingungen wurde die Einwaage an 
Muskel-Enolase (2 y/ml) bzw. Kartoffel-Enolase (14 y/ml) so gewahlt, daB eine 
Anfangsgeschwindigkeit von etwa 0,2 A /,,,/Min. erreicht wird. Die Staffelung, die 
einer geometrischen Reihe (a - 2”) folgt, reichte fiir Mg?® von 0,5 bis 16 x 10-%m, 
beide Enzyme sind ohne Mg®® véllig inaktiv. 2-Phosphoglycerinsiure wurde von 
3,75 x 10-5 bis 9,6 x 10-* in der gleichen geometrischen Reihe gestaffelt. Die 
Michaelis-Konstanten fiir Mg?® und 2-Phosphoglycerinséure wurden nach dem 
graphischen Verfahren von Lineweaver und Burk’ ermittelt: 


_ Km bowel 


1/v = ee, 
/ Umax [S], Umax 





Die routinemaBige Testung zur Uberwachung der Reinigungsschritte und die 
Messung der Aktivatoren und Inhibitoren geschah bei Substratsattigung 
(2,4 x 10-8m 2-Phosphoglycerinsaure; 2,7 x 10-*m Mg?®). 


6 A. Tiselius, Suomalaisen Tiedeakatemian Toimituksia [Ann. Acad. Sci. 
fennicae] Sarja A. II. 60, 257 [1955]. 
7H. Lineweaver u. D. Burk, J. Amer. chem. Soc. 56, 658 [1934]. 
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Aminosaure-Bausteinanalysen: Da von kristallisierter Muskel-Enolase 
und dem mutasearmen Kartoffel-Enolase-Praparat B nur geringe Substanz- 
mengen verfiigbar waren, wurden die Hydrolysate nach Levy® dinitrophenyliert, 
die Dinitropheriyl-Aminosaéuren durch zweidimensionale Papierchromatographie 
getrennt und nach Elution bei 360 mu photometriert. Das mutasehaltige Kartoffel- 
Enolase-Praparat A wurde auBerdem — um auch die basischen Aminosauren zu 
erfassen — nach einer friher von uns® angegebenen Methode analysiert, wobei 
die Aminosauren nach papierelektrophoretischer baw. papierchromatographischer 
Trennung als Kupferkomplexe bestimmt werden. Tryptophan nach Spiess und 
Chambers?® 

N-Endgruppen: 20 bis 50 mg Protein wurden nach Levy® dinitropheny- 
liert, siurehydrolysiert und der Atherextrakt ein- und zweidimensional papier- 
chromatographiert. 

C-Endgruppen wurden nach einer von Braunitzer! angegebenen Modi- 
fikation der Methode von Akabori! untersucht. 20 bis 50 mg Protein wurden 
mit der 10fachen Menge wasserfreiem Hydrazin in ein Réhrchen eingeschmolzen 
und 12 Stdn. bei 100° gehalten. Nach Abtrennung der Aminosdurehydrazide 
wurden 2/, des waBr. Filtrates sofort in der Kalte zur papierchromatographischen 
Aminoséureanalyse aufgetragen, der Rest wurde dinitrophenyliert und weiter 
nach Levy® analysiert. 

Papierelektrophorese: Nach GraBmann und Hannig’® auf Papier 
Schleicher & Schiill 2043a in Veronalpuffer « = 0,05, py 8,6, 12 Stdn., 220 V. An- 
farbung mit Amidoschwarz 10b1%. Aus der entsprechenden Zone eines nicht- 
angefarbten Parallel-Pherogrammes ist die Elution von Muskel- und Kartoffel- 
Enolase grundsatzlich méglich. 

Reagenzien: Bariumsalz der p(-+)-2-Phosphoglycerinsaure (2-PGS), Barium- 
salz der 3-Phosphoglycerinséure und krist. Muske]-Enolase p.a. waren Handels- 
produkte der Firma F. C. Boehringer & Séhne, Mannheim, p-Chlormercuribenzoat 
und o-Jodosobenzoat der Firma Sigma, St. Louis. Wasserfreies Hydrazin der Firma 
Fluka, Buchs (Schweiz), wurde iiber KOH redestilliert. Die iibrigen Reagenzien 
waren analysenreine Produkte der Firma Merck, Darmstadt. 


Ergebnisse und Diskussion 


Die Enolase aus Kartoffelknollen wurde isoliert (Tab. 1; Abb. 2). 
Die spezifische Aktivitat des gereinigten Fermentes ist etwa 70mal héher 
als die von Kartoffelrohsaft, die Ausbeute betragt 5% der Ausgangs- 
aktivitat. Das Ferment wurde damit erstmalig aus héheren Pflanzen 
dargestellt und es lag uns daran, seine Eigenschaften mit denen von 
Enolasen aus anderen Organismen zu vergleichen. Es zeigte sich, daB 
die drei untersuchten Enolasen aus Hefe, Kartoffeln und Muskel in 
manchen ihrer Eigenschaften erheblich differieren, obwohl alle drei 
spezifische Katalysatoren der Reaktion 2-Phosphoglycerinséure = 
Phosphoenolbrenztraubensaure sind. 


8 A. L. Levy, Nature [London] 174, 126 [1954]. 

® H. Boser, diese Z. 296, 10 [1954]. 

10 J. R. Spiess u. D.C. Chambers, Analytic. Chem. 21, 1249 [1949]. 

11 G. Braunitzer, Chem. Ber. 88, 2025 [1955]. 

2 §.Akabori, K.Ohnou. K. Narita, Bull. chem. Soc. Japan 25, 214 [1952]. 

13 W.GraBmann, K. Hannig u. M. Knedel, Dtsch. med. Wschr. 76, 333 
[1951]. 
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Tab. 1. Isolierung der Enolase aus Kartoffelsaft. 
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** Fir Rohsaft ist willktirlich der Wert 1,0 gewahlt. 
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* AE g4o/Min./mg Protein/3 ml Ansatz; Schichtdicke 1 cm. 


M- Enol 
K- Saft 

+ 
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me : Spezif. Anrei- Ausbeute 
Reinigungsechritte Aktivitat* | cherung** [(9% Aktivitat) 

DA ISRED. oasis ees ee see 0,26 1,0 100 
2 | 1. (NH,),SO,-Niederschlag 

Sattigungsgrad 0,45—0,75 0,5 1,9 34 
3 | 2. (NH,),SO,-Niederschlag 

Sattigungsgrad 0,45—0,75 . 1,2 4,6 20 
4 | Uberstand nach Schiitteln 

mit 0,3 TIn. Ca;(PO,),0H. . 5,6 21,5 26 *** 
5 | Dialysat (nach 3 Stdn.) .. . 5,6 21,5 26 
6 | Fraktion B nach Saulen- 

chromatographie (vgl. Abb. 1) 17,5 68,7 5 


*** Die Aktivitiétszunahme ist wahrscheinlich durch Eliminierung von Hemmstoffen bedingt. | 


|| Abb. 2. Chromatographie eines vorgerei- 
| nigten Kartoffel-Enolase-Praparates (Pro- 
dukt 5 aus Tab. 1) an einer Calcium- 
phosphat/Starke-Saule. Elution mit Am- 
||  moniumsulfatlésung vom Sattigungsgrad 
| Die Eluatmenge wurde vom Er- 
'|  scheinen des (NH,),SO, im Durchlauf 
||  gerechnet. Optischer Test auf Enolase 
und Phosphoglycerinsiuremutase. 


In neueren Untersuchungen hat sich die Hefe-Enolase als heterogen 
erwiesen: Malmstrém® fand drei papierelektrophoretisch trennbare 
Komponenten mit gleicher spezifischer Aktivitat. Kartoffel-Enolase hin- 
gegen ist papierelektrophoretisch (Abb. 3) und saulenchroma- 
tographisch einheitlich. Anzeichen einer chemischen und physiolo- 
gischen Heterogenitat wurden nicht beobachtet. 


Abb. 3. Papierelektrophorese!* von Muskel-Enolase, Kartoffel-Enolase und 
Kartoffel-Rohsaft unter gleichen Bedingungen (s. Methoden). 
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Die Reaktionskinetik der Enolase aus Hefe ist durch die ein- 
gehenden Untersuchungen von Warburg und Christian! sowie von 
Malmstr6m?-4 sehr genau bekannt. Wir haben daher auf eine Nach- 
untersuchung verzichtet und unter den Bedingungen von l.c.! die 
Kinetik der Kartoffel- und Muskel-Enolase beschrieben. Die Michaelis- 
Konstanten fiir 2-Phosphoglycerinsiure und Mg?® der drei Enzyme 
unterscheiden sich deutlich (Abb. 4a und b; Tab. 2), ebenso differieren 
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Abb. 4. Lineweaver-Burk-Diagramme’ zur graphischen Ermittlung von 
= &S bei konstanter Mg?®-Konzentration (2,7 x 10-’m; Abb. 3a) und von 
‘” bei konstanter Substratkonzentration (1,2 x 10-3m; Abb. 3b) fiir Muskel- 
und Kartoffel-Enolase B. 


Tab. 2. Michaelis-Konstanten (Mol/l) und Umsatzzahlen (Mol umgesetztes 
Substrat/Min./100000 g Protein) der Enolasen verschiedener Herkunft. 














—— 10°K2:268 | 199 KM8*® | Umsatzzahl 
Kartoffeln ....°. 0,83 1,22 210 
Muskel. .. 1... 0,23 0,16 3300 
rere 0,15 0,61 9900 





die Umsatzzahlen, wobei der fiir die Kartoffel-Enolase angegebene Wert 
wegen der groBen Empfindlichkeit dieses Enzyms einen Mindestwert 
darstellt. 

Besonders bemerkenswert erscheint das vollig verschiedene Ver- 
halten der drei Individuen gegen Metallionen (Tab. 3). Die Muskel- 
Enolase ist streng Mg?®-spezifisch und die Mg?®-Wirkung wird hier durch 
andere zweiwertige Metalle (Zn?°, Mn?®) empfindlich gehemmt. Als ein- 
ziges zeigt das Muskelenzym auch eine Hemmung durch héhere Mg?®- 
Konzentrationen (Abb. 4b), die bereits bei 2 x 10-*m Mg?® einsetzt, 
einer Konzentration, bei der das Optimum des Kartoffel-Enzyms noch 
lingst nicht erreicht ist. Kartoffel-Enolase ist auch durch extrem hohe 
(5 x 10-?m) Mg?®-Konzentrationen nicht zu hemmen. Im Gegensatz zu 
Muskel-Enolase kénnen bei Kartoffel- und Hefe-Enolase Zn?®- und Mn?°- 
Ionen das Mg?® als Cofaktor weitgehend ersetzen. Die Fahigkeit des 
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Tab. 3. Metallabhangigkeit der Kartoffel-, Muskel- und Hefe-Enolase. Die An. 
gabe der Wirksamkeit ist in allen Fallen bezogen auf den Wert fiir die Mg*®- 
Konzentration 2,7 x 10-%m gleich 100%. 











Metall | Konzentrat. % Wirksamkeit der Enolase aus 
(mMol/!) Kartoffeln Muskel Hefe?2 

Mg*® 2,7 100 100 100 

Zn2® 27 61 0 42 

Mn?2® a | 81 0 42 

Ca?® 2.7 0 -- — 

Fe® 0,0135 23 — — 

Cu2® 0,0135 23 -= —- 

Ag® Des | 0 0 — 

Hg° 2,7 10 aoe — 

ohne — 0 0 fe 

Zn2@ 1,0 100 0 nae 

2,7 x 10-3 Mn2e 1,0 — 0 —- 

mMg?® + 4 Caz Z.7 8 0 _- 

Ag® 2.7 0 0 —- 

Hg’ 2,7 10 — — 














Zn?°-Ions, die Fluoridvergiftung aufzuheben", ist auf Kartoffel-Enolase 
beschrankt. Unter Standardbedingungen (2,7 x 10-%m Mg*®; 2,4 x 10-°m 


2-Phosphoglycerinsaure ; Hydrogencarbonat/Glycin-Puffer) sind Kartof. | 


fel-Enolase und Muskel-Enolase gegeniiber Hemmstoffen verschieden 
empfindlich. So wird 50proz. Hemmung der Kartoffel-Enolase bereits 
durch 2,7 x 10-®m p-Chlormercuribenzoat* erreicht, bei Muskel-Enolase 
erst durch etwa 10-4m (Abb. 5). Andererseits ist in phosphatfreiem 
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Abb. 5. Abb. 6. 


Abb. 5. Hemmung der Muskel- (M) bzw. Kartoffel-Enolase (K). NaF in phosphat- 
freiem Milieu (ausgezogene Kurven). Prainkubation mit p-Chlormercuri-benzoat 
5 Min. bei pp 7,4 und 20° (gestrichelte Kurven). 

Abb. 6. Phosphatabhangigkeit der NaF-Inhibierung von Muskel- (M) baw. Kar- 
toffel-Enolase (K) bei konstant gehaltener NaF-Konzentration, die durch die 
Punkte Y bzw. Z der Abb. 5 beschrieben ist. 


14H. Boser, Naturwissenschaften 44, 586 [1957]. 
* o-Jodosobenzoat (5 x 10-*m) hemmt weder Muskel- noch Kartoffel- 
Enolase. 
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Milieu die Fluorid-Empfindlichkeit der Muskel-Enolase eine Zehner- 
potenz gréBer als die von Kartoffel-Enolase. 

In Anwesenheit aquimolarer PO,°°-Konzentrationen ist die Fluorid- 
Empfindlichkeit der beiden Fermente hingegen gleich (Abb. 6). Wir 
meinen, daB der Mechanismus der Fluorid-Hemmung in Abwesenheit 
von Phosphat fiir beide Fermente verschieden ist, wahrend in Anwesen- 
heit von Phosphat beide Fermente durch Magnesium-fluorophosphat? 
gehemmt sind. 

Muskel- und Kartoffel-Enolase zeigen papierelektrophoretisch 
gleiche Wanderungsgeschwindigkeit (Abb. 3), die bei pu 8,6 etwa der 
des Serum-f-Globulins entspricht. Die Aminosaurenanalysen zeigen 
kaum Unterschiede (Tab. 4). Allerdings wurde eine annahernd voll- 


Tab. 4. Mol.-Verhaltnis der Aminoséurebausteine, bezogen auf Glykokoll = 1,0; 
Frakt. A und B vgl. Abb. 2. 
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Enolase alelel >|] es] e olal7|>,/D 1a] ple 
aus Ss |e lelel2]é ele |F|+| 2/4 jz l<|4 
is 
Kartoffeln, | 9 31 1,4] 0,7| 1,0] 0,6] 1,0] 0,85] 0,7] 2,0] 1,7] 1,6] 0,17] 0,65] 0,2] 0,6] 1,2 
Frakt. A oan 
Kartoffeln, | 
Trake, B | 2:8. |0,6)1,0/0,5} 1,0] 0,4 "4 
Muskel L,7/1,9|0,7| 1,0| 0,5] 1,01 0,5 


stindige Aminosaurenanalyse nur mit der mutasehaltigen Kartoffel- 
Enolase-Fraktion A durchgefiihrt, von Muskel-Enolase und Kartoffel- 
Enolase-Fraktion B hingegen nur das Mol.-Verhaltnis der einwandfrei er- 
faBbaren langsamlaufenden Dinitrophenyl-Aminosauren ermittelt. C- und 
N-terminale Aminosaéuren waren mit den angegebenen Methoden weder 
in Muskel-, noch in Kartoffel-Enolase nachweisbar. 

Kartoffel-Enolase ist ein sehr instabiles Protein, manche Reini- 
gungsschritte, die zur Isolierung der Hefe-Enolase! fiihrten, sind hier 
vollig ausgeschlossen und bedingen eine Denaturierung des Enzyms. So 
ist bei —10° eine Fraktionierung mit Alkohol oder Aceton nicht még- 
lich, Erhitzen in waBriger 5proz. MgSO,-Lésung (5 Min.; 53°) bedingt 
Aktivitatsverlust. Die Siureempfindlichkeit ist groB, in Testgemischen 
von pu 5,5 findet keine Reaktion statt. Auch Dialyse gegen destilliertes 
Wasser oder 0,01m Thioglykolsiure schadigt die Kartoffel-Enolase; in 
2mm dicker Schicht beginnt nach 3 Stdn. irreversible Flockung. Eine 
allwéchentliche Uberpriifung des bei 0° aufbewahrten gefriergetrockneten 
Produktes B ergab nach 48 Tagen noch volle Aktivitat, dann erfolgte 
sehr schnell reversible Inaktivierung, offenbar infolge Autoxydation von 
SH-Gruppen. Zwischen dem 50. und dem 100. Tag ist das gefrier- 
getrocknete Produkt durch Aufnehmen in 0,1m Thioglykolat (zu 100%), 
in 0,lm Cystein (zu 78%) oder in 0,lm Na,SO, (zu 45%) reaktivierbar. 
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Noch spater, etwa nach 4 bis 5 Monaten, tritt irreversible Inaktivierung 
ein. In Ammoniumsulfatsuspension verliert Kartoffel-Enolase nach 
wenigen Tagen, in waBriger Loésung schon nach wenigen Stunden, ihre 
Aktivitét. AuBer durch die Instabilitat der Kartoffel-Enolase ist die 
relativ geringe Ausbeute an der mutasearmen Fraktion B (Abb. 2) auch 
durch die schwere Abtrennbarkeit der Phosphoglycerinséuremutase be- 
dingt. 

Herrn Professor Biicher danke ich fiir kritische Durchsicht des Manu- 
skriptes. 


Zusammenfassung 


1. Die Enolase der Kartoffelknollen wurde durch successive Am- 
moniumsulfatfallung, fraktioniertes Ausschiitteln mit Calciumphosphat- 
gel und anschlieBende Chromatographie an einer Calciumphosphat 
Starke-Saule isoliert. Das Ferment ist saéulenchromatographisch und 
papierelektrophoretisch einheitlich. 

2. Die Reaktionskinetik fiir Kartoffel- und-Muskel-Enolase wurde 
unter den von Warburg und Christian? fiir Hefe-Enolase angegebene- 
nen Bedingungen untersucht, so dai Michaelis-Konstanten, Umsatz- 
zahlen und das Verhalten gegen Aktivatoren und Hemmstoffe direkt 
verglichen werden konnten. Es ergab sich, daB die kinetischen Daten 
fiir die drei Ferment-Individuen erheblich differieren, wahrend ihr 
chemischer Atfbau — soweit untersucht — nahezu tibereinstimmt. 

3. Kartoffel-Enolase ist ein besonders empfindliches SH-Ferment. 

4. Nur bei Kartoffel-Enolase ist die Fluorid-Vergiftung durch Zn?°- 
Zusatz reversibel. 


. Summary 


1. The enolase of potato-tubers was isolated by successive am- 
monium sulphate precipitation, fractional extraction with calcium phos- 
phate gel and finally chromatography on a calcium phosphate-starch 
column. The enzyme is homogeneous in column chromatography and 
paper electrophoresis. 

2. The reaction kinetics for potato and muscle enolase were in- 
vestigated under the conditions used by Warburg and Christian for 
yeast enolase, so that Michaelis constants, turnover rates and the action 
of activators and inhibitors were directly comparable. The kinetic data 
for each of the three enzymes were considerably different, whereas, as 
far as investigated, their chemical natures correspond very closely. 

3. Potato enolase is an especially sensitive SH enzyme. 

4. Only in the case of potato enolase can fluoride poisoning be 
reversed by Zn?°-addition. 
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Elektrophorese von Hundeseren 
Von 
A. F. Olechnowitz und E. Kuwert 


Aus der Forschtingsanstalt fiir Tierseuchen Insel Riems, Friedrich-Loeffler-Institut 
der Deutschen Akademie der Landwirtschaftswissenschaften zu Berlin 
(Prisident: Prof. Dr. med. vet. habil. H. Réhrer) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Marz 1959) 


Die Ergebnisse friiherer Untersuchungen des Normalserums von 
Hunden, welche mit der Methode der freien Elektrophorese von Plasma! 
und Serum? gewonnen worden sind, befriedigen wegen der unzureichen- 
den Differenzierung der Globulinkomponenten nicht. Die Experimente 
von Ott und Schettler* zeigen zwar eine hinreichende Trennung 
der Globuline, lassen aber wegen des geringen Tiermaterials ebenfalls 
keine allgemeingiiltigen Schliisse iiber die normale Zusammensetzung 
des Hundeserums zu. In jiingerer Zeit wurde auch die Papierelektro- 
phorese verwendet!-8, 

Die papierelektrophoretisch gewonnenen Werte sind mit denen aus 
der freien Elektrophorese kaum vergleichbar®. Aber auch die mit der 
Elektrophorese nach Tiselius von verschiedenen Untersuchern ermit- 
telten analytischen Daten sind nur bedingt miteinander vergleichbar, 
weil es sich stets um die Angabe von apparenten Werten handelt, die 
von den experimentellen Bedingungen relativ stark beeinfluBt werden 
konnen. 

Die Ergebnisse dieser Autoren erscheinen uns als nicht aus- 
reichend fiir unsere Zwecke. Es ist das Ziel der vorliegenden Arbeit, 
als Grundlage fiir immunbiologische Studien bei Tollwut an einem 
umfangreichen Tiermaterial einen Einblick in die Zusammensetzung des 
normalen Hundeserums zu gewinnen. 


1H. F. Deutsch u. M. B. Goodloe, J. biol. Chemistry 161, 1 [1945]; 
L. A. Lewis, L. H. Page u. O. Gasser, Amer. J. Physiol. 161, 101 [1950]. 

2 D. H. Moore, J. biol. Chemistry 161, 21 [1945]; E. C. Gjessing u. A. Cha- 
nutin, ebenda 165, 413 [1946]; A. Chanutin u. E. C. Gjessing, 165, 421 
[1946]; E. C. Gjessing, S. Ludewig u. A. Chanutin, ebenda 170, 551 [1947]. 

3-H. Ott u. G. Schettler, Schweiz. med. Wschr. 82, 106 [1952}. 

4 P. Groulade u. J. Groulade, Ann. Inst. Pasteur 85, 508 [1953]. 
5 W. Boguth, Naturwissenschaften 40, 22 [1953]. 

6 W. Boguth, Zbl. f. Vet.-Med. 1, 168 [1954]. 

7 K. H. Ebel, Zbl. f. Vet.-Med. 1, 70 [1954]. 

8 J. A. Herman, Rev. belge Pathol. Méd. exp. 26, 106 [1957]. 
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Material und Methoden 


Die Seren wurden von Schaferhunden und Schaferhundbastarden ver. 
schiedener Altersklassen (3—18 Monate) gewonnen. Diese Hunde stammten fast 
ausschlieBlich aus Wiirfen institutseigener Zucht, die vor ihrer Verwendung mit 
Sicherheit keine infektiésen Erkrankungen durchgemacht hatten. Die Tiere wur. 
den 24 Stdn. vor der Blutentnahme nicht mehr gefiittert, da sonst die Seren 
durch Lipoidausscheidungen getriibt erschienen. Das Blut wurde steril aus der 
Vena cephalica antebrachii entnommen und 12 Stdn. im Kihlschrank auf. 
bewahrt. Sodann wurde das Serum in gebrauchlicher Weise gewonnen und der 
EiweiBgehalt durch Stickstoffanalyse nach Kjeldahl] bestimmt. 7 

Fir einen elektrophoretischen Versuch geniigten 3 m/l Serum, die in 
einer Schichtdicke von etwa 1mm in 2—3 Stdn. bei dreimaligem Wechsel des 
Puffers ausdialysiert wurden. Danach verdiinnten wir auf einen refraktometrisch 
bestimmten Eiwei®gehalt von 1,5%. Als Puffer diente eine 0,lm-Lésung von 








Abb. 1. Aufsteigender Ast bei der Elektrophorese 
eines normalen Hundeserums mit quantitativer 
Differenzierung der einzelnen Serumkomponenten. 
Eine mégliche Auftrennung der Fraktion 8 ist an- 
gedeutet. Beispiel einer R-Wert-Bestimmung: 
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Veronal/Veronal-Na, px 9,2 (184,19 g Veronal, in 51 Wasser suspendiert und mit 
In NaOH elektrometrisch auf py 9,2 eingestellt, Wasser ad 101). Dieser Puffer 
zeigte sich Mischpuffern iiberlegen und erlaubte eine scharfe Abtrennung der 
Extragradienten. Die Elektrophorese erfolgte im Makrogerat des VEB Carl Zei8, 
Jena. Zur Verhinderung der ,,f-disturbance‘‘ im absteigenden Schenkel wurde 
die Trennzelle mit einer 0,lproz. Lésung von Athylcellulose vorbehandelt. 
Die nach der optischen Methode von Philpot-Svensson® gewonnenen Bre- 
chungsgradienten-Diagramme wurden im Kleinbildverfahren auf Dokumenten- 
film aufgenommen. Der einzelne Versuch dauerte bei 210 V Spannung und 
17—18 mA Stromstirke 90—100 Minuten. 

Zur quantitativen Auswertung wurde das Kleinbildnegativ auf Milli- 
meterpapier projiziert und das Diagramm ausgezeichnet. Da die hierbei erreichte 
Vergr6Berung nicht ausreichte, wurde zeichnerisch auf den gewiinschten MaBstab 
vergroBert. Die Abgrenzung der einzelnen Komponenten des Serums erfolgte 
nach Wiedemann?® durch Uberprojektion GauSscher Kurven mittels eines 
VergréBerungsapparates mit automatischer Scharfeinstellung (vgl. Abb. 1). Die 
einzelnen Flachen wurden planimetriert. Die Flacheninhalte sind der Konzentra- 
tion der jeweiligen Komponente proportional. 

Zur qualitativen Charakterisierung der einzelnen Komponenten dienten die 
relativen Beweglichkeiten R. Diese R-Werte (Abb. 1) ergeben sich rechne- 
risch aus dem Verhaltnis der Wanderung einer Komponente zur Wanderung des 


® H. J. Antweiler in Houben-Weyl, Methoden d. organ. Chemie, ITII/2, 207, 
u. zwar S. 232, Verlag G. Thieme, Stuttgart 1955. 
10 K. Wiedemann, Helv. chim. Acta 30, 892 [1947]. 
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Albumins, bezogen auf den Extragradienten als Nullpunkt (vgl. 1. c.®, S. 216 u. 


947). Sie sind als Quotient zweier Strecken unabhangig vom VergréBerungsmaB- 
| stab und analog den Ry-Werten der Papierchromatographie definiert. Die R-Werte 
sind fiir jede Komponente eine Konstante und damit ein wesentliches Hilfsmittel 
bei der Differenzierung schlecht getrennter Komponenten. Sie gestatten iiberdies 
den Vergleich mit Ergebnissen anderer Autoren. Die oben angegebene Definition 
der R-Werte ist fiir die freie Elektrophorese vorteilhafter als die von Boguth® 
fir die Papierelektrophorese definierten relativen Beweglichkeiten. 


Ergebnisse 


Das Hundeserum zeigt eine komplizierte Zusammensetzung. Neben 
dem Albumin wird eine recht unterschiedliche Zahl von Globulin-Kom- 
ponenten angegeben. In dlteren Arbeiten begniigt man sich mit der 
Differenzierung von 3 bis 5 verschiedenen Globulinen+?, wenn auch 
zuweilen auf das Auftreten von mehr Komponenten hingewiesen wird. 





Abb. 2. Philpot-Svensson-Kurven verschiedener Hundeseren. 


a) Aufsteigender Ast mit 8 Globulinkomponenten; b) Aufspaltung der Kompo- 
nente 5; c) Weitgehende Aufspaltung des ,,«-Globulins‘‘; d) Tollwut- 
Hyperimmunserum. 


In neueren Arbeiten®57.8 werden zumeist 7 Globuline unterschieden. 
Bei unseren Versuchen fanden wir regelmaBig mindestens 8 verschiedene 
Globuline (Abb. 2a), deren R-Werte Tab. 1 zeigt. Die Bezeichnung der 
einzelnen Serum-Komponenten als «-, f- oder y-Globulin geht in der 
Literatur stark durcheinander. Wir haben uns deshalb mit einer ein- 
fachen Durchnumerierung begniigt. 

Ein Vergleich mit den Ergebnissen von Ott und Schettler® zeigt, 
da8 unter unseren Versuchsbedingungen eine neue Komponente mit 
R = 0,921 auftritt. Wahrscheinlich ist sie vom Albumin abgespalten 
worden. Die von Boguth‘ beobachtete Aufspaltung seines als £, be- 
zeichneten Globulins unter giinstigen Versuchsbedingungen entspricht 
einer Trennung unserer Komponente 5 in 5a und 5b mit den R-Werten 
0,606 ++ 0,012 baw. 0,533 +- 0,012 (Abb. 2b). Eine zuweilen beobachtete 
noch weitergehende Aufspaltung der ,,«-Globuline“ (Abb. 2¢) ist wohl 
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mit Zuriickhaltung zu beurteilen. Auch die Fraktion 8 ist wahrschein. 
lich nicht einheitlich (Abb. 1). Auf einen Versuch zur quantitativen 
Differenzierung haben wir jedoch verzichtet. 

In Tab. 1 ist auch das Ergebnis der quantitativen Auswertung von 
52 normalen Hundeseren zusammengefait. Der EiweiBgehalt dieser 
Seren betrug 5,6 + 0,7 g/100 m/l. 


Tab. 1. Relative Beweglichkeiten (R-Werte) und relative Prozentgehalte der 
Serumproteine normaler Hunde. Die unterste Reihe . eigt die Standardabweichungen 
bei Parallelbestimmungen (N = Zahl der Seren; » = Zahl der Bestimmungen), 














Komponente A 1 2 3 | 4 5 6 7 8 
R-Wert (n = 90) 1,0 0,921] 0,848] 0,756] 0,663] 0,566] 0,453] 0,361] 0,224 
is - 0,006 0,008 0,012 0,019 0,016 0,012 0,015 0,021 
%-Gehalt (N = 52)], 36,3 11,8 6,6 7,9 5,3 6,4 9,8 8,0 73 
+8 4,8 1,9 1,3 1,5 1,4 1,9 1,6 1,1 1,5 
+ 8 bei Parallel- a - ae owen “i 

bestimmungen 1,79 1,00 0,86 0,74 0,78 0,7 7 0,75 0,80 0,67 





























Von einer Wiedergabe der nach einzelnen Wirfen aufgeteilten Er- | 
gebnisse haben wir abgesehen, weil die Genauigkeit unserer Methodik | 


nicht ausreicht, um auftretende Unterschiede zwischen den Wiirfen zu 


sichern. Es ist jedoch auffallig, daB die unter gleichen Bedingungen | 


aufgezogenen’ Wurfgeschwister rein qualitativ in ihrem Elektrophorese- 
diagramm nicht zu unterscheiden sind. Auch zwischen 3 und 18 Monate 
alten Hunden sowie Hunden unterschiedlichen Geschlechts treten keine 
gesicherten Unterschiede auf. 

Da ungeine groBe Anzahl von Parallelbestimmungen vorlag, haben 
wir das Material dazu benutzt, die Reproduzierbarkeit!! der mit der 
freien Elektrophorese an Hundeseren ermittelten Werte zu_priifen 
(Tab. 1, unterste Reihe). 


Die Streuungen liegen etwas hdher als die iiblichen angegebenen Werte. 


LT 





Diese erhéhte Streuung, die besonders beim Albumin und beim Globulin 1 in Er- © 
scheinung tritt, fihren wir auf den vergréSerten Unsicherheitsfaktor beim Inter- © 
polieren der zahlreichen Fraktionen des Hundeserums zuriick. Hinzu kommt, da8 | 
aus technischen Griinden beim Auftreten ungewodhnlich groBer Differenzen © 


zwischen zwei Parallelbestimmungen keine weitere Kontrollanalyse durchgefiihrt 
werden konnte. Hierdurch wird das Gesamtergebnis naturgemaéB stark belastet. 


Zur quantitativen Auswertung haben wir, wie tiblich, die Auf- 


nahmen der absteigenden Aste verwendet. In einer Reihe von Ver- | 


suchen haben wir vergleichsweise beide Aste ausgewertet (Tab. 2). 


Gemessen an den gefundenen Streuungen sind die zwischen den | 


beiden Asten auftretenden Unterschiede nicht als signifikant zu be- 
zeichnen. Auffallig ist die gegeniiber dem absteigenden Ast teilweise 


11H. Kaiser u. H. Specker, Z. analyt. Chem. 149, 46 [1956]. 
2 H. J. Antweiler, Die quantitative Elektrophorese in der Medizin, S. 25; 
Springer-Verlag, Heidelberg 1952. 
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Tab. 2. Vergleich der relativen Prozentgehalte bei auf- und absteigendem Ast bei 
21 Hundeseren und Streuung der Parallelbestimmung zwischen den beiden Asten. 























Komponente | A 1 2 3 4 | 5a 5b | 6 | a | 8 
ctl 37,5] 10,1 5,7 6,9 4,9 5,0 4,2] 10,8 7,2 7.7 
Aufsteigend ........ +4 +20| 421] +14 12] 4.9'9 03 "9 - : 
r 36,1 11,3 6,3 7,2 4,7 5,6 3,9 9,0 8,3 8,7 
Absteigend ......... TGS AON AB OG ai tele 7 | OF |e 1d 13| +1,2 
Standardabweichung * : 
zwischen den Asten +1,9/ +1,6/ +1,0] +0,9| +0,9/ +0,9] +0,7 +1,8 +1,6} +1,1 























vergroBerte Streuung des aufsteigenden Astes. DerVergleich der Streu- 
ung von Parallelbestimmungen (Tab. 1) und der Streuung zwischen den 
Asten (Tab. 2) zeigt bis auf das Globulin 6 keine auffalligen Unter- 
schiede. Der beim Globulin 6 auftretende Unterschied ist wohl auf die 
dort einsetzende ,,6-disturbance“ zuriickzufiihren, obwohl diese in den 
meisten Fallen nicht sichtbar in Erscheinung getreten ist. 

Zum Vergleich untersuchten wir 14 altere Hunde, die 9 Monate 
vor der Blutentnahme gegen Tollwut hyperimmunisiert worden waren! 
und als Serumspender gedient hatten (Tab. 3). 


Tab. 3. Relativer Prozentgehalt der einzelnen Komponenten des Serums von 
Hunden, die gegen Tollwut immunisiert worden sind. EiweiBgehalt: 6,7 + 0,8 


























g/100 ml. 
Komponente A 1 2 3 4+5 | 6 | 7 8 
*-Gelalt 2. 3 ss 37,8 9,1 5,4 6,4 10,2 11,5 10,4 9,3 
Boe. soe Rete 5, et ee 3,8 1,5 0,9 2,3 2,6 in 2,0 2,2 





Diese Hunde zeigten einen erhéhten EiweiBgehalt des Serums. Die 
immunologisch bedingten Veradnderungen scheinen vorwiegend die 
Fraktion 6 bis 8 zu betreffen. Besonders ins Auge fallend ist die Frak- 
tion 6 (Abb. 2d), wo zum Teil Werte von tiber 20% erreicht wurden. 
Auch die erhéhten Streuungswerte dieser Fraktionen sprechen fiir eine 
durch die Immunisierung bedingte Verdinderung dieser Globuline. Aller- 
dings konnten wir bei mehreren Hunden trotz relativ hoher Antik6rper- 
titer keine signifikanten Veranderungen der Globuline 6—8 feststellen. 
Uber eine genaue Analyse dieser Vorgange soll an anderer Stelle be- 
richtet werden. 


Zusammenfassung 


Die Seren von 52 gesunden Hunden wurden durch freie Elektro- 
phorese untersucht. Das normale Hundeserum enthalt neben dem 
Albumin mindestens 8 verschiedene Globulinkomponenten, die durch 


13 KE. Kuwert u. H. Bindrich, Arch. exp. Vet. Med. 12, 669 [1958]. 
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ihre relative Beweglichkeit, charakterisiert werden. Die Genauigkeit der 
freien Elektrophorese bei Hundeseren wird diskutiert. Die Ergebnisse 
von 14 gegen Tollwut immunisierten Hunden werden mitgeteilt. 


Summary Be 





The sera from 52 healthy dogs were submitted to free electro. | 
phoresis. The serum of normal dogs contains, besides albumin, at least 
8 different globulin components, which were characterised by their 
relative mobilities. The accuracy of free electrophoresis with dog sera 
is discussed. The results are presented for 14 dogs immunised against 
rabies. 
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Beitrag zur Untersuchung einiger Aneurin-Abkémmlinge, I 
Von 
T. Kuseh und I. Heinrich 


Aus den wissenschaftlichen Laboratorien des VEB Jenapharm, Jena 


(Der Schriftleituag zugegangen am 9. Mirz 1959) 


Die bis 1939 herrschende Meinung hinsichtlich der antineuritischen 
Spezifitat des Aneurins konnte durch Schultz! erstmalig widerlegt 
werden, der nachwies, daB die Vitamin-B,-Wirkung einer Gruppe 
chemisch verwandter Verbindungen zukommt. 

Mit der Darstellung des als ,,Heterovitamin B,“‘ bezeichneten Vita- 
min-B,-Analogen (Neopyrithiamin) sowie anderer Derivate des Vitamins 
B, hat Dornow? mit seinen Mitarbeitern ein Forschungsgebiet erdffnet, 
welches einen noch umfangreicheren Einblick in die Abhangigkeit der 
Vitamin- bzw. Antivitaminwirkung von der chemischen Konstitution 
gestattet. Obwohl diesbeziiglich auch in jiingster Zeit eine Anzahl von 
Arbeiten erschienen ist, steht die Frage einer geeigneten Abwandlung des 
Vitamin-B,-Molekiils im wesentlichen noch offen. Es besteht offenbar die 
Méglichkeit, zu Stoffen zu gelangen, bei denen die physiologischen Eigen- 
schaften des Vitamins nicht nur erhalten bleiben, sondern auch gestei- 
gert werden kénnen. 

Mit der vorliegenden Arbeit beginnen wir eine Serie von Mitteilun- 
gen iiber die in den wissenschaftlichen Laboratorien des VEB Jenapharm 
synthetisierten Vitamin-B,-Abkémmlinge.* 

In dieser Mitteilung handelt es sich um Substanzen, die ein unver- 
indertes B,-Grundskelett besitzen und lediglich in der 2-Stellung des 
Pyrimidin-Anteiles unterschiedlich substituiert wurden. Zusatzlich ist in 
2 Fallen (S 1 und S 3) das Chlorid-Hydroch!orid durch Rhodanid-Hydro- 
rhodanid - Co(IT)-rhodanid ersetzt worden. 


Methodik 


Die zu priifenden Substanzen wurden im Cocarboxylase-Test an gesunden, 
weiBen ($) Wistar-Ratten aus langjahriger Inzucht (Gewichtsklasse 100—180g) 
untersucht. Die Tiere wurden mit einer Standard-Platzchenkost (modifiziert nach 
Lembeck*) ernahrt. Die Pra parate wurden in einer Gesamtmenge von 2 mg/100g 
Korpergewicht intravenés in 2 Injektionen verabreicht; die erste Injektion erfolgte 
19, die zweite 3 Stdn. vor der Dekapitierung. Als Vergleichspraparat verwendeten 


* Die untersuchten Substanzen wurden uns von Herrn Dr. G. LeichBen- 
ring zur Verfiigung gestellt. Uber die Chemie dieser Substanzen wird an anderer 
Stelle ausfiihrlich berichtet. 

1 F. Schultz, diese Z. 265, 113 [1940]. 

ween Dornow u. A. Hargesheimer, Chem. Ber. 86, 461 ne 

3 F. Lembeck, Arzneimittel-Forsch. 3, 50 [1953]. 
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wir Vitamin B, (Jenapharm), welches den iiblichen Reinheitsanforderungen ent. 
sprach. Die Applikation erfolgte in Phosphatpufferlésung, py 6,3. Ausgehend von 
den Befunden von Leuthardt und Nielsen beziiglich der Leber-Aneurinokinase 
schien uns die Leber das geeignetste Organ fiir unsere Versuchszwecke zu sein. 
Nach der Dekapitierung wurde den Tieren 1 g Leber aus dem ventralen Gebiet 


des Vorderlappens entnommen, diese im Morser zerrieben, mit 15 ml Phosphat. | 


pufferlésung, py 6,3, aufgeschwemmt, als Homogenat 1 Min. ins kochende Wasser. 
bad gebracht, anschlieBend abgekiihlt und ‘bei 3500 U/Min. 2 Min. zentrifugiert. 
Der Gehalt an Cocarboxylase wurde jeweils in 1 mil dieses Leberextrakts gemessen. 
Als Apocarboxylase diente uns eine alkalisch gewaschene Bierhefe. Die Prapa- 
rierung der Apocarboxylase nach den bekannten Verfahren konnte, wie unsere 
Vorversuche zeigten, unterlassen werden. Die alkalische Hefe hatte. mit Roche. 
Berolase als Bezugsstandard eine fiir unsere Zwecke befriedigende Aktivitat. Der 
lineare Zusammenhang zwischen CO,-Freisetzung und Konzentration der Stan- 
dard-Cocarboxylase ist in Abb. 1 dargestellt. Entsprechende Blindwerte mit-Leber- 


Abb. 1. Linearitaét zwischen CO,-Freisetazung und 
Standard-Cocarboxylase (Eichkurve). Hauptraum eines 














A Warburg-GefaiBes: 1 m/ 10proz. Hefesuspension (Apo- 
<2 ra carboxylase) ; 0,5 ml Standard-Cocarboxylase. Im Seiten- 
= arm: 0,3 ml Substratlésung (625 mg Natriumpyruvat 
= und 39 mg MgCl, in 30 ml bidest. Wasser gelést). Das 
Sl Gesamtvolumen des Ansatzes wurde mit Phosphat- 
~| puffer, pH 6,3, auf 3 ml gebracht. Dem Reaktionsgemisch 














05.10.15  brauchte unter unseren Versuchsbedingungen zur 
ug Cocarboxylase—s-  Unterdriickung der Phosphatase-Aktivitat kein freies 
Aneurin zugesetzt werden, da sich diese praktisch nicht 

bemerkbar machte. 


extrakt ergaben keine Anhaltspunkte fiir Besonderheiten der Stoffwechselprozesse. 
Die dem Leberextrakt zugefiigte Menge an Standard-Cocarboxylase wurde voll- 
standig wiedergefunden. Die Messung der CO,-Freisetzung erfolgte in der War- 
burg-Apparatur bei 28° unter Luft. 

Die statistische Auswertung der Befunde wurde wie folgt vorgenommen: 
Die freigesetzte CO,-Menge im Warburg-Apparat wurde fiir jedes Tier an Hand 
einer Eichkurve (Abb. 1) auf die entsprechende Cocarboxylasemenge umgerechnet. 
Aus den so bestimmten Werten wurden Mittelwert und Streuung berechnet (Tab.). 
Die Priifung auf Signifikanz wurde mit dem #-Test gegen den Mittelwert der Kon- 
trollgrupp2 durchgefiihrt. Um die Aneurinwirksamkeit allein darstellen zu kénnen, 
wurde der Mittelwert der Kontrollgruppe beriicksichtigt und die Aktivitat der 
Substanzen in Prozent des Ancurineffektes ausgedriickt (Abb. 2). Die Signifikanz- 
schwellen werden von denjenigen Substanzen iiber- bzw. unterschritten, die eine 
gegen die Kontrolle signifikante Aktivitat bzw. Hemmung gezeigt haben*. 


Ergebnisse 


Die Befunde haben wir in der Tabelle zusammengefaBt und in Abb. 2 
graphisch dargestellt. Die von uns gemessenen Werte des Cocarboxylase- 
xehaltes der normalen Rattenleber — 11,9 ug/g Leber — stimmen mit 
denen von Boffi et al.° mitgeteilten Werten von 6,7 ug nicht iiberein. 


* An dieser Stelle méchten wir dem Mathematiker, Herrn J. Gebhard, 
fiir die statistische Bearbeitung und die Anfertigung der Zeichnungen unseren 
besonderen Dank aussprechen. 

4 F. Leuthardt u. H. Nielsen, Helv. chim. Acta 35, 1196 [1952]. 

5 V. Boffi, E. Bucci u. A. Lucarelli, Int. Z. Vitaminforsch. 29, 1 [1958]. 
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Nennenswert scheint uns jedoch die Tatsache, daB sich das von Boffi 
et al. beschriebene Mengenverhiltnis von Leber- zu Gehirn-Cocarboxylase 
mit unseren (nicht ver6ffentlichten) Befunden bestatigen lieB. In einer 
kiirzlich erschienenen zusammenfassenden Arbeit® tiber Cocarboxylase 
zitiert Segre beziiglich ihres Gehaltes in der Rattenleber einen Wert 
von 12,5 ug/g. Dieser mit unseren Befunden gut iibereinstimmende Wert 
spricht fiir die Zuverlassigkeit unserer Methode. Nach Aneuringaben er- 
reichten wir unter unseren Versuchsbedingungen einen betrachtlichen 
Anstieg der Leber-Cocarboxylase (von 11,9 auf 28,5 ug/g). 


Cocarboxylasewirksamkeit der untersuchten Aneurin-Abkémmlinge. 


























Wirksam- 
Bezeichnung | Substituent R N | Mittel* | Streuung| P> keit¢ 
% 

Unbehandelt — 19 11,9 3,5 0 
Losungsmittel — 5 12,7 152 — 5 
Aneurin Methyl 12 28,5 4,1 99,9 100 
§1* Methyl 9 24,2 4,2 99,9 74 
S2 Athyl 9 10,2 1,7 — — 10 
S 3* Athyl 8 16,0 1,8 99,0 25 
$4 Methoxymethyl 9 8,7 21 95,0 —19 
85 B-Athoxyathyl 8 15,2 1,5 95,0 20 
S6 Phenoxymethyl 8 12,8 1,2 — 5 
S7 a«-Bromathyl 8 13,2 1,3 — 8 


R: Substituent in 2-Stellung des Pyrimidin-Anteils. Das Grundgeriist des Vit- 
amin B, bleibt unverandert. 

* Die Substanzen wurden synthetisiert als Chlorid-Hydrochlorid auBer den 
Substanzen S1 und S 3, bei denen dieses durch Rhodanid Hydrorhodanid- 
Co(II)-rhodanid ersetzt wurde. 

Cocarboxylase in ug/g Leberfrischgewicht. 

Signifikanz im t-Test gegen Kontrolle. 

¢ Von allen Mitteln wurde der Mittelwert der Kontrollgruppe abgezogen und die 
Aneurin-Aktivitat gleich 100% gesetzt. 


r) 


o 


Ein Vergleich’ der Cocarboxylase-Wirksamkeit der untersuchten 
Praparate mit der des Aneurins zeigt, daB 8 1, 8 3 und S 5 in der genann- 
ten Reihenfolge eine abnehmende Aneurinaktivitat haben; S 2, S 6 und 








75: 
M so 
3 os 
a Abb. 2. Aneurinwirksamkeit der Sub- 
=e Of stanzen § 1 bis S 7, gepriift im Cocarb- 
2 | oxylase-Test, bezogen auf Aneurin = 
: 100% (---------- Signifikanzschwellen; 
\ ¢ Wert bei Injektion des reinen Lésungs- 

mittels). 
6 A. Segre, Arzneimittel-Forsch. 9, 1 [1959]. 
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S7 sind inaktiv, da ihre Cocarboxylase-Werte noch innerhalb der 
Signifikanzgrenzen liegen, S 4 ist als ein neues Antivitamin anzusehen. 

Damit konnten wir die Befunde von Schultz! hinsichtlich der 
Empfindlichkeit der 2-Stellung des Pyrimidins gegen Substituierung im 
Cocarboxylase-Test nicht bestatigen. Bei den Substanzen S 2, 8 4 und 
S7, die in der 2-Stellung mit den entsprechenden Athyl-, Methoxy. 
methyl- und «-Bromathyl-Substituenten versehen sind, ist uns der Beweis 
fiir eine, wenn auch nur schwache Aneurinwirksamkeit nicht gelungen. 
Der Methoxymethyl- Substituent bedingt einen statistisch 4 
Antivitamineffekt. 

Interessant ist der Einflu8B des Rhodanid-Hydrorhodanid - Co(II)- 
rhodanid auf die Aneurinwirksamkeit. Durch die Einfiihrung des Athy]. 
Substituenten in die 2-Stellung des Pyrimidinringes wurde die Aneurin- 
wirksamkeit vollkommen aufgehoben. Wird ohne Veranderung des Sub- 
stituenten das Chlorid-Hydrochlorid aber durch Rhodanid-Hydrorho.- 
danid - Co(II)-rhodanid ersetzt (S 3), so ergibt sich eine teilweise 
Aufhebung des hemmenden Effektes des Athyl-Substituenten. Diese 
aktivierende Funktion des Rhodanid-Hydrorhodanid - Co(II)-rhodanid 
konnte jedoch in der Kombination mit dem Methyl-Substituenten (S 1) 
nicht nachgewiesen werden. 

Eine ausfithrliche Diskussion tiber den EinfluB noch unbekannter 
konstitutioneller Abwandlungen des Aneurin-Molekiils auf die biologi- 
schen Eigenschaften erfolgt in der letzten Mitteilung. 


Zusammenfassung 


1. Es wurden einige Vitamin-B,-Derivate im Cocarboxylase-Test. an ge- 
sunden Tieren untersucht. 

2. Die 2-Stellung des Pyrimidinanteils ist gegen Substituierung empfind- 
licher als bisher vermutet wurde. 

3. Ein Aktivitatsverlust laBt sich nachweisen, wenn das Chlorid-Hydro- 
chlorid des Vitamins B, durch Rhodanid-Hydrorhodanid - Co(II)- 
rhodanid ersetzt wird. 


Summary 


1. Some vitamin B,-derivatives have been examined in the cocarboxy- 
lase-test in normal animals. 

2. Alteration of the substituent in the 2-position of the pyrimidine ring 
is more effective than usually supposed. 

3. A decreased activity was found with thiocyanate-hydrothiocyanate - 

Co(II)-thiocyanate in the vitamin B,-molecule instead of chloride- 

hydrochloride. 
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Vorkommen und quantitative ErfaSbarkeit proteolytischer 
Enyzmaktivitaten in Zellbestandteilen 
von Leber und Niere der Ratte 


Von 


H. Hanson, W. Blech, P. Hermann und R. Kleine 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Halle (Saale) 
Direktor: Prof. Dr. H. Hanson 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Marz 1959) 


Die sogenannten Organ- bzw. Gewebspeptidasen, zusammenfassend 
auch als Kathepsine bezeichnet, kommen aach den bisher dariiber vor- 
liegenden Untersuchungen! bei den einzelnen Tierspezies in von Organ 
zu Organ nach Art und Menge wechselnden Verhialtnissen vor. Hinsicht- 
lich ihrer Funktion ist im Augenblick kaum mehr bekannt, als daB sie 
am Proteinstoffwechsel der Zellen und Gewebe beteiligt sind. In welcher 
Weise diese proteolytischen Gewebsenzyme von Endo- und Exopep- 
tidasecharakter (im Sinne von M. Bergmann) je nach Qualitaét und 
Quantitiét ihres Vorkommens mit bestimmt charakterisierten Leistungen 
einer Zelle oder eines Organs, z. B. Ab- oder Umbau bestimmter Zell- 
proteine in Zusammenhang zu bringen und koordiniert sind, kann zur 
Zeit nicht beantwortet werden. Es ist ungeklirt, ob auBer ihren in vitro 
leicht nachweisbaren hydrolytischen Effekten auch die unter bestimmten 
in-vitro-Bedingungen von ihnen katalysierten Peptidkniipfungen und 
Transpeptidierungen in vivo bewirkt werden kénnen, und worin unter 
in-vivo-Verhaltnissen ihre Hauptfunktion liegt. 

Um in Fortfiihrung friiherer Versuche? zu weiteren Vorstellungen 
gelangen zu kénnen, die zum Verstiandnis der Funktion der kathep- 
tischen Enzyme beizutragen vermégen, schien es uns zweckmiafig, 
Organe ein und desselben Tieres, die sich in ihren Funktionen im 
allgemeinen und im Proteinstoffwechsel im besonderen erheblich von- 
einander unterscheiden, auf den Gehalt ihrer Spaltungsaktivititen gegen- 
iiber einigen Substraten, die in der Enzymologie als durch bestimmt 





1 Vgl. die zusammenfassenden Darstellungen in B. Flaschentrager u. 
E. Lehnartz, Physiologische Chemie, Springer-Verlag, Heidelberg: W. GraB- 
mann und W. Miller, Bd. I, S.1117 (1951); K. Lang u. G. Siebert, II/1b, 
1078 (1954). 

2H. Hanson, Beiheft 1 der Zeitschrift ..Die Kulturpflanze‘‘, Akademie- 
Verlag, Berlin 1956. ‘ 
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charakterisierte Endo- oder Exopeptidasen spaltbar bekannt sind, ver. 
gleichend zu untersuchen. Um zusitzliche Differenzierungen zu ermég- 
lichen, wurden nicht nur die Organhomogenate, sondern auch die aus 
ihnen durch fraktioniertes Zentrifugieren zu gewinnenden Zellbestand- 
teilfraktionen einbezogen. Bei Auswertungen bisheriger Untersuchungen 
bestanden wegen der von den verschiedenen Arbeitskreisen an verschie- 
denen Tieren und Tierarten, haufig auch mit unterschiedlichen Methoden 
durchgefiihrten Versuche kaum exakte Vergleichsméglichkeiten. Dieser 





Nachteil entfallt bei dem von uns gewihlten Verfahren der gleichartigen | 


und gleichzeitigen Enzymbestimmungen an den Organen des gleichen 
Tieres. Wir wihlten zunichst Leber und Niere der Ratte und verzich- 
teten bewuBt auf Verdauungsorgane, die in groBem Umfang proteo-. 
lytische Enzyme in den Darmkanal sezernieren und somit nicht ohne 
weiteres ein zuverlissiges Bild ihres katheptischen Enzymspektrums 
vermitteln. 


Bei der Gewinnung der Zellbestandteilfraktionen aus den Homogenaten 
sollte im Interesse einer méglichst weitgehenden Reinigung der verschiedenen 
Strukturelemente auf ihre Waschung an der Zentrifuge nicht verzichtet werden. 
Anderungen der Enzymaktivitaéten konnten naturgemaB bei diesem Vorgehen 
infolge Schidigung der Strukturen oder durch Auswaschen von Effektoren auf- 
treten. Daraus ergab sich bei unseren Versuchen die Notwendigkeit zu priifen, in 
welcher Menge die im Homogenat vorhandenen Enzymaktivititen sich in den 
Zellbestandteilfraktionen wiederfinden lassen. Da, wie schon an dieser Stelle 
hervorgehoben sei, die Summe der in den Zellfraktionen und den Waschwassern 
einzeln bestimmten Fermentaktivitaten den Aktivitaten in den Ausgangshomo- 
genaten recht nahekommt, halten wir unser Verfahren zur Feststellung der Ver- 
teilung der proteolytischen Enzymaktivitaten in Homogenaten und Zellfraktionen 
fiir brauchbar und méchten ihm in Ubereinstimmung mit Ergebnissen von de 
Duve und Mitarbeitern® gegeniiber der Methodik von Rademaker und Soons! 
den Vorzug geben. Diese Autoren hatten auf Waschungen verzichtet und dadurch 
zweifellos grébere Verunreinigungen der Einzelfraktionen in Kauf zu nehmen. 

Von besonderen Zusatzen, auBer Rohrzucker, zu den Homogenisierungs- und 
Waschflissigkeiten haben wir Abstand genommen, da es uns darauf ankam, die 
Enzymaktivitaten soweit méglich in ihren physiologischen Relationen zueinander 
zu erfassen und einseitige Verschiebungen der Aktivitaten im Sinne der Hemmung 
oder Aktivierung des einen oder anderen Enzyms durch Zugabe mdglicherweise 
nicht indifferenter Substanzen zu vermeiden. Aus dem gleichen Grunde ist auch 
in den einzelnen Spaltungsansatzen auf die Zugabe von besonderen Aktivatoren, 
z. B. Mn®® bei Leucinaminopeptidase, verzichtet worden. 


Im folgenden wird iiber die ermittelten Gesamtenzvmaktivitaten 
der Homogenate und daraus gewonnener Zellbestandteilfraktionen aus 
Niere und Leber der Ratte fiir eine Proteinase mit Rinderhimoglobin, 
fiir Aminopolypeptidase mit DL-Leucy]-glycyl-glycin (Leu-gly-gly), Carb- 
oxypeptidase mit Carbobenzoxy-glycyl-L-phenylalanin (Cbo-gly-phe) 
sowie Acylase mit Chloracetyl-L-tyrosin als Substraten berichtet. 


3 R. Wattiaux, P. Baudhuin, A. M. Berleur u. C. de Duve, Biochem. 
J. 68, 608 [1956]; C. de Duve, B.C. Pressman, R. Gianetto, R. Wattiaux 
u. F. Appelmans, Biochem. J. 60, 604 [1955]. 

4 W. Rademaker u. J.B. J.Soons, Biochim. biophysica Acta [Amster- 
dam] 24, 451 [1957]. 
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Methodik 


A. Praparation der Homogenate und Zellfraktionen 


Fiir die Versuche wurden niichterne, mannliche Albinoratten mit einem 
Durchschnittsgewicht von 150 bis 250 g verwendet. In Athernarkose wurde der 
Thorax erdffnet und etwa 5 ml Blut durch Herzpunktion entnommen, die gegebe- 
nenfalls zur Serumgewinnung verwendet wurden. Um die zu untersuchenden 
Organe, Leber und Niere, blutfrei zu erhalten, erfolgte eine Durchstrémung der 
unteren Korperhalfte von der Aorta aus mit eiskalter 0,9proz. Natriumchlorid- 
und anschlieBend mit 0,25 m kalter, steriler Rohrzuckerlésung, solange, bis die 
Durchstromunggsfliissigkeit blutfrei aus dem rechten Herzvorhof abfloB. Die 
herauspraparierten Organe wurden gewogen, grob zerkleinert und in einem Glas- 
homogenisator® mit eiskalter 0,25 m Rohrzuckerlésung homogenisiert, die Homo- 
genate durch Perlongewebe filtriert und das Leberhomogenat 1:7 und das Nieren- 
homogenat 1:20, bezogen auf das Organgewicht, mit steriler Rohrzuckerlésung 
verdiinnt. Die Zeit des Homogenisierens wurde nicht iiber 1 Min. ausgedehnt, um 
die schon nach relativ kurzem Homogenisieren méglichen Schadigungen der 
Zellkernfraktion® zu vermeiden. Das Waschen und Resuspendieren erfolgten mit 
0,25 m Rohrzuckerlésung. Die aus Leber und Niere gewonnenen Homogenate 
wurden mit Lebergesamthomogenat und Nierengesamthomogenat bezeichnet. 

Zur Fraktionierung der Zellbestandteile wurde das Gesamthomogenat in 
einer mit Methanol-CO, gekiihlten, hochtourigen Zentrifuge im Kiihlraum bei + 2°, 
wie im Schema angegeben, fraktioniert zentrifugiert. Die Temperatur wahrend 
des Zentrifugierens stieg dabei bis + 10° im Zentrifugenbecher an. Sedimente 
und Uberstande (Waschwisser), die sonst verworfen wurden, wurden fiir die 
Bilanzversuche zur Erfassung der Gesamtaktivitaéten gesammelt und als Leber- 
bzw. Nierenrestfraktion untersucht. Im Schema sind diese Restfraktionen mit 
eckigen Klammern bezeichnet. Auf die Isolierung der Mikrosomen muBte im 
Rahmen dieser Untersuchung auf Grund der nicht ausreichenden technischen 
Moglichkeiten noch verzichtet werden. Sie sind in der Cytoplasma- und iiber- 
wiegend in der Mitochondrienfraktion enthalten. 

Simtliche Fraktionen wurden mikroskopisch im Phasenkontrastverfahren 
und in Einzelfallen am gefarbten Ausstrich und enzymatisch mit dem Bernstein- 
siure-Dehydrogenasetest auf Reinheit geprift. In allen Fraktionen wurde der 
Gesamtstickstoff nach Kjeldahl (Halbmikroverfahren, 0,02 m Lésungen) und, nach 
Trichloressigséurefallung, im Filtrat der Reststickstoff bestimmt und daraus der 
Protein-N berechnet. 


B. Substrate und Bestimmungsmethoden der Enzymaktivitaten 


1. Katheptische Proteinase mit Hamoglobin als Substrat 

Das Rinderhémoglobin war ein handelsiibliches Praparat*. 

Die Enzymbestimmung erfolgte nach Anson’. Es wurde das freiwerdende 
Tyrosin (und Tryptophan) im mit Trichloressigsaure (0,3 n) enteiweiBten Filtrat 
mit dem Phenolreagenz nach Folin und Ciocalteu’ im Havemann-Kolorimeter 

ws + Fir die freundliche Uberlassung des Rinderhamoglobin-Praparates sind 
wir den Behring-Werken, Marburg (Lahn), zu Dank verpflichtet. 

5 V.R. Potter u. C.A. Elvehjem, J. biol. Chemistry 114,495 [1936]; 
V. R. Potter in W. W. Umbreit, R. H. Burris u. J. F. Stauffer, Manometric 
Techniques and Tissue Metabolism, Burgess Publ., Minneapolis 1951, Kap. 11. 

6 A.D. Bass, A.H.McArdle u. J. W.Grisham, Science [Washington] 
128, 372 [1956]. 

7M. L. Anson, J. gen. Physiol. 20, 565 [1937]; 22, 79 [1938]. 
8 O. Folin u. V. Ciocalteu, J. biol. Chemistry 78, 627 [1927].° 
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Schema zur Fraktionierung der Zellbestandteile 


20 Min. | 1200xg 
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bei 578 my photoelektrisch gemessen. Der Bebriitungsansatz enthielt 2,5 ml einer 
2proz., mit Natriumacetat gepufferten Haimoglobin-Lésung (py 3,6—3,7) und 
0,5 ml Enzympraparation. Die Inkubationszeit betrug 10 Min. bei 37,5°. 

In Bestatigung und in Beriicksichtigung der Ergebnisse von Gianetto und 
de Duve®, wonach der in der Enzympraparation vorhandene Rohrzucker durch 
Trichloressigsiure zu Produkten abgebaut wird, die mit dem Phenolreagenz 
reagieren, wurde parallel zu jedem Hauptversuch ein entsprechender Kontroll- 


® R. Gianetto u. C. de Duve, Biochem. J. 59, 433 [1955]. 
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ansatz (Substrat-Enzym-Leerwert: 2,5 ml 2proz. Substrat- und 0,5 ml Enzym- 
losung getrennt 10 Min. bei 37,5° gehalten; nach ihrem Zusammengeben sofortige 
EiweiBausfallung durch 0,3n Trichloressigsiure) mitgefiihrt. Durch diesen Kontroll- 
ansatz wurden die in der Enzympraparation vorhandenen phenolpositiven Sub- 
stanzen erfaBt. Dariiber hinaus beschrankte die Verwendung von eisgekihlter 
Trichloressigsiure die Rohrzuckerhydrolyse auf ein Minimum. 


2. Exopeptidasen 


a) Aminopolypeptidase mit Leu-gly-gly als Substrat: Dieses wurde nach 
E. Fischer!® hergestellt. Im Ansatz befanden sich: 0,2 ml Fermentlésung, 0,3 ml 
0,1 m Veronalnatrium-Puffer (py 7,8) und 0,5 ml 0,04_m Leu-gly-gly in Veronal- 
puffer (px 7,8). In bezug auf die L-Komponente war der Ansatz 0,01 m. 


b) Katheptische Carboxypeptidase mit Cbo-gly-phe als Substrat: 
Dieses wurde in Anlehnung an die Vorschrift von Vaughan und Osato™ nach 
der Methode der gemischten Anhydride hergestellt. 


CipHeoNz0, (356,4) Ber. N7,87 Gef. N 7,80; 7,78 
Schmp. 125—126°; [«]?°: + 38,3° (c = 4,86, in 96proz. Athanol). 


Im Ansatz befanden sich: 0,1 ml Fermentlésung, 0,4 ml Veronalacetatpuffer 
nach Michaelis (pq 5,1) und 0,5 ml 0,02 m Substrat, die zuvor mit 0,1n NaOH 
auf etwa py 5,1 eingestellt waren. 


c) Acylase mit Chloracetyl-L-tyrosin als Substrat: Dieses wurde nach 
E. Fischer’? dargestellt. Nach Kristallisieren der Hauptmenge wurde die stark 
NaCl-haltige Mutterlauge mit Athylacetat mehrfach extrahiert, die vereinigten 
Extrakte getrocknet, zum Sirup eingeengt, in kleiner Menge Aceton gelést, 
schonend eingeengt und durch Verreiben mit kaltem Wasser eine weitere, salz- 
freie, kristallisierte Fraktion erhalten. 


C,,HyeCINO, (157,7) Ber. N5,44 Gef. N 5,33; 5,28 
Schmp. 156°; [«]??: + 58,4° (c = 1,97, in 96proz. Athanol). 


Im Ansatz befanden sich: 0,2 ml Fermentlésung, 0,3 m/ 0,lm Veronal- 
natriumpuffer (py 7,8) und 0,5 ml 0,02m Substratlésung, die zuvor mit 0,1” 
NaOH gegen Bromthymolblau auf etwa px 7,4 eingestellt war. 

Zur Aktivitatsbestimmung der untersuchten Exopeptidasen wurde die 
quantitative Papierchromatographie!* benutzt. Aus den Ansatzen wurden Proben 
von 10 bzw. 20 wl in Absténden von 30, 60 und 120 Min. entnommen und auf das 
Papier (Schleicher & Schiill 2043a) aufgetragen. Dabei werden die als Spalt- 
produkte auftretenden freien Aminoséuren eindimensional aufsteigend mit n-Bu- 
tanol/Eisessig/Wasser 4:1:5 abgetrennt und auf dem Papier mit Ninhydrin be- 
handelt. Der blaue Farbstoff wird durch Bespriihen mit Kupfernitrat in einen 
stabilen, lachsrot gefairbten Farbstoff iibergefiihrt!*, der mit Methanol eluiert 
und im Pulfrich-Photometer mit monochromatischem Licht (Hg-Lampe und 
Filter S 50) gegen einen Papierleerwert gemessen wird. Auf jedem Chromato- 


10 KE. Fischer, Untersuchungen iiber Aminosaéuren, Polypeptide und Pro- 
teine (1899—1906), Springer-Verlag, Berlin 1906. 

u J.R. Vaughan u. R.L.Osato, J. Amer. chem. Soc. 78, 5553 [1951]. 

12K. Fischer, Ber. dtsch. chem. Ges. 37, 2486 [1904]. 

13 R. J. Haschen, Pharmazie 9, 824 [1954]; derselbe, Clin. chim. Acta 1, 
242 [1956]; H. Hanson u. R.J. Haschen, diese Z. 310, 213, 221, 227 [1958]. 

14K. Kawerau u. Th. Wieland, Nature [London] 168, 77 [1951]. 
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gramm wurden in abgestuften Mengen (z. B. 4, 8 und 12 ug Phenylalanin) 
Eichwerte der zu analysierenden Aminosauren mitgefiihrt. 

Als MaB fiir die Fermentaktivitat wurde die Spaltungs- oder Hydro. 
lysenrate benutzt, definiert durch «Mol abgespaltene Aminosaure pro Stunde und 
mg EiweiBstickstoff der Enzympraparation. Die Fermentverdiinnungen wurden 
so gewahlt, daB bei dem 60-Min.-Wert die Hydrolyse sich zwischen 5 und 40% 
bewegte. In Einzelfaillen muBte bei zu hohen bzw. zu niedrigen Aktivitaten der 
30- bzw. 120-Min.-Wert benutzt werden, aus dem dann in einfacher Proportionali- 
tatsrechnung der 60-Min.-Wert der Spaltungsrate errechnet wurde, ohne Riick- 
sicht darauf, ob der Reaktionscharakter ein solcher 0. oder 1. Ordnung ist. 


Fiir die Hamoglobin-Methode-nach Anson wurden die ~Mol Tyrosin nach 
der Formel: 


»Mol Tyrosin = 0,8 x Everd iuungswert//’standardwert 


errechnet, wobei E die Extinktion von Bebriitungsansatz bzw. vom Tyrosin- | 
standard und der Zahlenwert 0,8 die im Standard vorhandenen uMol Tyrosin | 


bedeuten. Durch Abzug des Substrat-Enzym-Leerwertes (s. 0.) vom Hauptwert 
wurden die nach 10 Min. Bebriitungszeit durch enzymatische Hydrolyse gebildeten 
“Mol Tyrosin erhalten. 

Zur Angabe der Werte als Hydrolysenraten wurdé auf 1 mg Eiweifstickstoff 
und 60 Min. umgerechnet. 


Ergebnisse 


Zur Feststellung der Enzymaktivitaten in den Gesamthomogenaten 
und ihrer Verteilung auf die Zellbestandteilfraktionen sowie zur Er- 


mittlung der nach Beendigung der Fraktionierung noch erfaBbaren | 
Fermentmengen des Ausgangshomogenates wurden jeweils Niere und | 


Tab. 1. Protein-Stickstoff- und Aktivitatenbilanz fiir Leberpraparationen mit 
‘Hamoglobin als Substrat (px 3,6 bis 3,7); Versuch 3. 





P Hydro- Ges 
Vo- mg uMol abgespal- Protein-N . . ¥€8.- 
Prii- Protein-N} Gesamt- | tenes Tyrosin lysenrate: | a ktivitit 
a lumen Protein-N js — mg/ vMol/Stde. d. Pri 
paration* mg/ml noel und m yMol 
ml d. Prip. |. te EAS Ansatz mg uMo! 
in 10 Min.| in 60 Min. Protein-N 





Lez | 25,0 | 4,580 | 114,50 
Leas | 18,5 | 4,580 | 84,73 | 120,31 


Lk 13,0 | 0,742 9,65 | 0,129 | 0,774 | 0,371 2,09 20,16 
Le 18,0 | 1,147 20,65 | 0,095 | 0,570 | 0,573 0,99 20,44 
Lu 12,5 | 1,572 19,65 | 0,310] 1,860 | 0,786 2,36 46,37 
Lr 43,5 | 0,696 30,27 | 0,075 | 0,450 | 0,348 1,29 39,05 


Summe Lx bis Lr 80,22 126,02 
in % von Le¢s 94,7% 104,5% 


Lei 43,5 | 4,580 | 199,23 
} oe 3,252 | 2,290 1,42 



































* Lg = insgesamt hergestelltes Leberhomogenat-Volumen, Lgo = die davon fiir Aktivitats- 
und N-Bestimmung vorgesehenen Homogenatmengen, Lge = die zur Fraktionierung verwendeten 
Homogenatmengen, Lz = Leberzellkern-Fraktion, L¢ = Lebercytoplasma-Fraktion, Lyy = Leber- 
mitochondrien-Fraktion, Lp = Leberrestfraktion (im Schema mit eckigen Klammern bezeichnet). 
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Tab. 2. Protein-Stickstoff- und Aktivitétenbilanz fiir Nierenpraparationen mit 
pL-Leucyl- glyey!- -glycin als Substrat (10 ~Mol/Ansatz, bezogen auf die L-Kompo- 
nente, pq 7,8); Versuch 5. 





Hydro- 

3 mg 5 -N : Ges.- 
Pri- be Protein-N| Gesamt- reat quays : Pn lysenrate: | aktivitat 
a” lumen mg/ml Protein-N | SPaltung in 60 Min. mg/ uMol/Stde. | gq Prap. 
aa ml d. Prip. im Ansatz** Ansatz eniee uMol 





Naz 15,0 | 0,675 | 10,10 0,0270 | 165,2 





Nai 65,0 | 0,675 | 43,80 
\ 4,460 





























Nas | 50,0 | 0,675 | 33,70 | 5567,0 
Nk 15,5 | 0,350 5,42 0,458 — 0,0350 13,1 71,0 
Ne 39,0 | 0,336 13,10 5,420 0,0220 246,0 3222,0 
Nu 19,5 | 0,487 9,50 3,360 0,0325 103,2 980,0 
Nr 58,0 | 0,185 10,70 5,040 0,0369 136,3 1458,0 
Summe Nx bis Nr 38,72 5731,0 
in % von Nes 115% 103% 


* Abkiirzungen fiir die Bezeichnung der Nierenpraiparationen siehe die entsprechenden Be- 
zeichnungen fiir Leberpriparationen in der Anmerkung zu Tab. 1. 
* Gemessen als pMol Leucin. 


Tab. 3. Protein-Stickstoff- und Aktivitétenbilanz fiir Leberpraparationen mit 
Carbobenzoxy-glycyl-t-phenylalanin als Substrat (10,0 wMoi/Ansatz, px 5,1); 






































Versuch 5. 
a = Hydro- Ges.- 
Pri- Vo- |protein-N| Gesarat- | Mol Substrat- | Protein-N| jysenrate: | axtivitat 
eee lumen Protein-N| SPaltung in 30 Min. mg/ uMol/Stde. | ger Pra 
paration* mg/ml | +rotein : und m a 
ml d. Prap. im Ansatz** Ansatz Sonteie uMol 
Le 71,5 6,087 435,0 
Lez 21,5 | 6,087 | 131,0 \ 2,880 0,609 9,46 
Les 50,0 6,087 304,0 2883,0 
Lk 20,0 2,391 47,8 0,515 0,239 4,31 206,0 
Le 37,0 1,680 62,2 0,303 0,168 3,61 225,0 
Lu 18,0 1,447 26,1 2,670 0,145 | 36,90 964,0 
Lr 90,5 1,582 143,0 0,636 0,158 8,04 1150,0 
Summe Lx bis Lr 279,1 2545,0 
in % von Les 91,6% 88,0% 


* Abkiirzungen siehe Anmerkung zu Tab. 1. 
** Gemessen als »Mol Phenylalanin. 


Leber einer Ratte homogenisiert und der gréBte Teil des Homogenates 
fraktioniert. Sowohl im Gesamthomogenat, wie in den Fraktionen, wie 
auch in den bei der Reinigung anfallenden Restfraktionen (siehe 
Schema) wurden Stickstoffgehalt und Enzymaktivitat fir - verschie- 
denen Substrate bestimmt. 
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Tab. 4. Protein-Stickstoff- und Aktivitatenbilanz fiir Nierenpraparationen mit 
Chloracetyl-L-tyrosin als Substrat (10,0 ~Mol/Ansatz, px 7,8); Versuch 2. 
Hydro- 





= m Subs ™ in-N i Ges.- 
Pri- Vo Protein-N a... puMol ubstrat Protein-N lysenrate: antviens 
paration® lumen mg/ml | Protein-N spaltung in 60 Min. mg/ uMol/Stde. der Priip 
% ; ** und mg . 

ml d. Prip. im Ansatz Ansatz Protein-N pMol 





Nee 10,0 | 0,879 8,79 0,0352 54,9 





Ne 28,0 | 0,879 24,60 
\ 1,93 





























Ng 18,0 | 0,879 15,80 866,0 
Nx | 10,0 | 0,212 242 0,58 0,0424 13,7 29,0 
Ne 18,0 | 0,312 5,60 232 0,0208 111,5 | 625,0 
Nm 10,0 | 0,135 1,35 0,995 0,0270 36,9 50,0 
Nr 49,0 | 0,0964 4,71 0,750 0,0193 38,9 | 183,0 
Summe Nx bis Nr 13,78 887,0 
in % von Ng 87,4% 102,7% 


* Abkiirzungen siehe Anmerkung zu Tab. 1 und 2. 
** Gemessen als pMol Tyrosin. 


Tab. 5. Ubersicht von Nieren- und Leberhomogenatbilanzen. 
Die in den einzelnen Spalten angegebenen Werte errechnen sich aus der Summe 
des Protein-N und der Fermentaktivitaten der 3 Zellbestandteilfraktionen-+ Rest- 
fraktion, ausgedriickt in % des Protein-N und der Aktivitaéten der Ausgangs- 
homogenate. Fiir die Aktivitaten sind die 60-Min.-Werte angegeben. 








Vers. R Hamo- Leu- Chloracetyl- Cbo- 
— Nr. — globin gly-gly L-tyrosin gly-phe 

Niere Jl 83,5 91,3 98,2 88,0 — 
2 87,4 92,2 93,8 102,7 — 
3 88,2 86,5 87,5 83,0 —_ 
4 98,0 90,5 98,4 83,5 — 

5 115,0 — 103,0 108,0 97,0 
Leber 1 79,5 85,3 96,0 76,0* — 
2 87,4 99,4 88,6 76,0** me 

61,0* 

3 94,7 104,5 91,0 76,0* — 
4 94,1 97,6 77,0 — — 

5 91,6 -- 108,8 127,0* 88,0 




















* Die Fermentaktivitat der Leberzellkern- und Mitochondrienfraktion gegeniiber Chloracetyl- 
tyrosin als Substrat ist haufig sehr gering und kann manchmal nicht mehr ausgewertet werden. 
Der EiweiBstickstoffwert besonders der Kernfraktion ist aber relativ hoch, so daB bei der Bilanz 
ein erheblicher Fehler entsteht. 

** 30-Min.-Wert. 

In Tab. 1 bis 4 sind einige Bilanzen der Fermentaktivitaten als 
Beispiele fiir jedes der 4 Substrate angefiihrt. Die uMol hydrolysiertes 
Peptidsubstrat bzw. freies Tvrosin (in den Versuchen mit Rinderhimo- 
globin als Substrat) erhalt man aus der Umrechnung der durch die 
Eichkurve ermittelten ug abgespaltener Aminosiure. Die Gesamtenzym- 
aktivitét in ~Mol ergibt sich durch Multiplikation der Gesamteiweib- 
stickstoffmenge der Priiparation in mg mit der Hydrolysenrate. 
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Tab. 5 faBt die Ergebnisse der Versuche an 5 Ratten zusammen, 
wobei die summarischen Bilanzangaben der Tabellen 1—4 mit ent- 
halten sind. 


Besprechung 


Den Werten der Tab. 5 ist zu entnehmen, da im allgemeinen zwi- 
schen 90 und 100% der insgesamt im Homogenat enthaltenen Aktivi- 
titen in der Summe der Einzelfraktionen wiedergefunden werden. Inso- 
fern stehen unsere Befunde gréBenordnungsmaBig mit den Resultaten 
von de Duve und Mitarbeitern® iiber die Kathepsinbilanz der Ratten- 
leber in Ubereinstimmung, obgleich besondere MaSnahmen zur Frei- 
setzung der Enzyme aus den Partikeln® von uns nicht angewendet 
wurden. Lediglich bei sehr niedrigen Aktivititen, die wie z. B. bei der 
Spaltung von Chloracetyl-L-tyrosin durch Leber an der Grenze der Be- 
stimmbarkeit fiir das freigesetzte Tyrosin liegen, werden diese Prozent- 
zahlen nicht erreicht bzw. auch einmal erheblich iiberschritten. Es haingt 
dies zweifellos mit der erheblichen Zunahme des methodischen Fehlers 
bei Unterschreiten eines bestimmten Grenzwertes der zu bestimmenden 
Substanz zusammen. Fiir Spaltungen 0,01m Substratlésungen, die im 
Bereich von 5—40% liegen, ist das papierchromatographische Verfahren 
zur Bestimmung enzymatischer Aktivitat mit einem methodischen Fehler 
von héchstens 5% belastet. 


Die Gesamtheit der Versuche 148t den SchluB zu, daB die hier in 
Betracht gezogenen proteolytischen Enzyme, sofern sie in quantitativ 
eindeutig bestimmbaren Aktivitaten vorliegen, in den Einzelfraktionen 
nahezu vollstindig erfaBbar sind. Ein gewisser Schwund ist unvermeid- 
lich, weil die verschiedenen Arbeitsginge zur Auftrennung des Homo- 
genats (s. Schema) mit zwar geringtiigigen, sich aber in der Summe 
doch auswirkenden Verlusten verbunden sind. Bedenken, da die Frak- 
tionierungstechnik Aktivitatsbeeintrichtigungen der Peptidasen durch 
Auswaschen — vor allem von Effektoren aus den Partikelfraktionen — 
mit sich bringt, finden durch unsere Versuche keine Stiitze. Natiirlich 
mu nach wie vor bedacht werden, daB durch die Herstellung des Homo- 
genats wie auch durch seine Fraktionierung durch dabei ablaufende 
,,Elutions- und Adsorptionsvorgiinge“ an den natiirlichen Strukturen 
eine Verschiebung der Aktivitiiten bei den Fraktionen untereinander 
eintreten kann, ohne daB die Summe der Aktivitaiten der Einzelfrak- 
tionen von der Aktivitaét des Ausgangsmaterials nennenswert abweicht. 
Vermerkt sei, daB die mitgeteilten Ergebnisse keine Aussagen iiber die 
prozentuale Verteilung der Enzymaktivitaiten der Zelle auf ihre Be- 
standteile zulassen, da mit Ausnahme der Cytoplasmafraktion, die in 
ihrem gesamten Protein-N erfaBt werden kann, die Partikelfraktionen 
durch mehrmaliges Auswaschen einen gewissen Substanzschwund er- 
leiden. Dieser wird in der Bilanz zwar in den Protein-N-Analysen und 





15 R. Wattiaux u. C. de Duve, Biochem. J. 68, 606 [1956]. 
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Enzymaktivitaten der sogenannten Restfraktionen mit erfaBt, laBt sich 
aber nicht einer bestimmten Partikelfraktion zuordnen. 

Uber die Peptidaseaktivititen der verschiedenen Zellbestandteil- 
fraktionen von Niere und Leber der Ratte, bezogen auf mg Protein-N 
der jeweiligen Praparation, und die Wirkungsbedingungen im einzelnen 
gegeniiber den verschiedenen Substraten wird in den folgenden Bei- 
trigen eingehender berichtet. 


Zusammenfassung 


' Es wird iiber die quantitative Erfa8barkeit proteolytischer Enzym- 
aktivitiiten in Homogenaten von Leber und Niere der Ratte und in 


den Zellbestandteilfraktionen dieser Organe berichtet. Als Substrate | 
dienten Rinderhamoglobin (fiir Proteinase), DL-Leucyl-glycyl-glycin (fiir | 


Aminopeptidase), Carbobenzoxy-glycyl-L-phenylalanin (fiir katheptische 
Carboxypeptidase) und Chloracetyl-L-tyrosin (fiir Acylase). 

Im allgemeinen sind 90—100°% der verschiedenen, insgesamt in 
Homogenaten enthaltenen Enzymaktivititen in der Summe der Einzel- 
fraktionen einschlieBlich der Waschfliissigkeiten zu erfassen. 


Summary 


The quantitative estimation of proteolytic enzyme activities in 
homogenates of rat liver and kidney and in subcellular fractions of 
these organs is reported. As substrates were used: beef haemoglobin 
(for proteinase), DL-leucyl-glycyl-glycine (for aminopeptidase), carbo- 
benzoxy-glycyl-L-phenylalanine (for catheptic carboxypeptidase) and 
chloracetyl-L-tyrosine (for acylase). 

By summation of the activities of single fractions, including wash- 
ings, a 90—100% yield of the various enzyme activities of the homo- 
genates is generally attained. 
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Die Lokalisierung von Di- und Aminopeptidaseaktivitaten 
in den Zellbestandteilfraktionen von Leber 
und Niere der Ratte 
Von 
H. Hanson und W. Blech 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Halle (Saale) 
Direktor: Prof. Dr. H. Hanson 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Mirz 1959) 


Die Feststellung, daB tierische Organe, wie Leber, Niere, Milz usw., 
bestimmte Di- und Tripeptide durch Fermente vom Typ der Di- und 
Aminopeptidasen hydrolysieren, ist urspriinglich durch Anwendung von 
Breien, Glycerinextrakten, PreBsiften und daraus durch Fallungs- und 
Adsorptionsverfahren hergestellten, stairker gereinigten Enzympriipa- 
rationen der Organe gewonnen worden (zusammenfassende Darstel- 
lungen s. 1. c.4?). Die Ergebnisse dieser Untersuchungen lieferten zwar 
wichtige Hinweise fiir gewisse qualitative und auch quantitative Unter- 
schiede in der peptidatischen Aktivitit der Organe und gestatteten die 
Ausarbeitung von Verfahren zur Darstellung hochgereinigter Enzym- 
priparationen mit weitgehender Substratspezifitat, bediirfen jedoch mit 
Aufkommen der Fraktionierungsméglichkeiten fiir Zellbestandteile der 
Erweiterung in dieser Richtung, wenn man der Beantwortung der Frage 
nach der Funktion dieser Gewebspeptidasen im Zellstoffwechsel niher 
kommen will. 

Im Vergleich zu den umfassenden Untersuchungen zur Lokalisierung, 
beispielsweise der Enzyme des Cyclophorasesystems in der Zelle, sind 
entsprechende Versuche iiber Peptidasen, speziell Di- und Aminopepti- 
dase, relativ spirlich, so daB ein klares Bild iiker Lokalisation und 
Spezifitat dieser Fermente in den Zellen der verschiedenen Organe noch 
nicht zu gewinnen ist. (Uber die bis 1953 vorliegenden Ergebnisse vel. 
1. c.8.) Entweder interessierten sich die Untersucher speziell fiir ein oder 
zwei Zellbestandteilfraktionen, z. B. neben dem Cytoplasma fiir die aus 
Schweineniere und Rattenleber isolierten Kerne‘ oder nur fiir Mitochon- 
drien- und Mikrosomen- + Cytoplasmafraktionen verschiedener Ratten- 


1 W.GraBmann u. H. Miller in B. Flaschentrager u. E. Lehnartz, 
Physiologische Chemie, Bd. I, S. 1132, Springer-Verlag, Heidelberg 1951. 

2 E.L. Smith, Advances in Enzymol. 12,191 [1951]; derselbe in J. B. 
Sumner u. K. Myrback, The Enzymes, Bd. I/2, S. 794, Academic Press Inc., 
New York 1951; derselbe in S. P. Colowick u. N.O. Kaplan, Methods in 
Enzymology, Bd. II, S. 83 u. 93, Academic Press Inc., New York 1955. 

3 K. Lang u. G. Siebert in B. Flaschentrager u. E. Lehnartz, Physio- 
logische Chemie, Bd. II/1b, S. 1078, Springer-Verlag, Heidelberg 1954. 

4 G.Siebert, K. Lang, L. Miller, S. Lucius, E. Miller u. E. Kihle, 
Biochem. Z. 828, 532 [1953]. : 
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organe®, so daB dann, weil wichtige andere Strukturelemente der Zelle 
unberiicksichtigt blieben, Vergleiche der Fraktionen untereinander und 
zwischen den Organen nicht méglich sind. Verschiedentlich wurde auch 
nur ein einziges, fiir ein Ferment der genannten Gruppe charakteristi- 
sches Substrat eingesetzt, z. B. Leucinamid®, oder die aus den Organen 
hergestellten Enzympraparationen entstammten nicht vorher isolierten 
und weitgehend einheitlichen Zellbestandteilen, z. B. die gereinigte 
Aminopeptidasepraparation aus Niere’, so da die erhaltenen Enzym- 
aktivitaéten nicht bestimmten Strukturelementen der Zellen zuzuordnen 
sind. 

In einer vergleichend-orientierenden Untersuchung boils tint 
tiver Art an einer gréBeren Anzahl Di- und Tripeptide mit Zellbestand- 
teilpriparationen aus Leber, Niere und Hirn von Kaninchen wurde die 
Beobachtung gemacht, daB die Verteilung von Di- und Aminopepti- 
daseaktivititen in Niere und Leber (+ Gehirn) nicht gleich ist®. Die 
Niere weist fiir diese Fermente ihre héchste Aktivitét zumeist in der 
Fraktion der cytoplasmatischen Einschliisse (Mitochondrien- + Mikro- 
somenfraktion) neben manchmal auch fast gleicher Aktivitaét in der 
mikrosomenhaltigen Cytoplasmafraktion auf, wobei ein D-Peptid (Glycyl- 
D-leucin)' von der Niere in den verschiedenen Fraktionen deutlich, am 
stiirksten von der Mitochondrienfraktion hydrolysiert wurde. Dieses 
D-Peptid wird durch Lebercytoplasma nur sehr schwach gespalten, das 


entsprechende L-Peptid dagegen wird deutlich hydrolysiert*. Diese Be- | 
funde werden fiir die Leber durch eine kiirzlich veréffentlichte Mit- | 


teilung® iiber die Verteilung von Protease-Aktivitiiten in Leberzell- 
fraktionen der Ratte insofern bestitigt, als sich die Diglycin- und Tri- 
glycin-spaltenden Aktivitaten der Leber zu 100% im Uberstand des bei 
18000 xg zentrifugierten Homogenates fanden. 

Die relativ wenigen bisher in diesem Zusammenhang veroffent- 
lichten Versuche legen es nahe, bei der Untersuchung auf Di- und Amino- 
peptidasen der Organe solche Substrate in die Bestimmungen einzu- 
beziehen, fiir die nach den bisherigen Erkenntnissen spezielle Enzyme 
anzunehmen sind, und sowohl im Gesamthomogenat des jeweiligen 
Organes wie in den einzelnen charakteristischen Zellbestandteilfraktionen 
die peptidatische Aktivitat gegeniiber diesen Substraten quantitativ zu 
bestimmen. Zur Erreichung eines méglichst zuverlissigen Bildes des 
peptidatischen Wirkungsspektrums der von uns gewahlten Organe (Leber 
und Niere von Ratten) untersuchten wir infolgedessen die nach gleich- 
artigen Verfahren hergestellten Zellbestandteilfraktionen (Cytoplasma, 


5 V.E. Price, A. Meister, J. B.Gilbert u. J. P. Greenstein, J. biol. 

Chemistry 181, 535 [1949]. 
6 M. E. Maver u. A. E. Greco, J. nat. Cancer Inst. 12, 37 [1951]. 

? D.S. Robinson, S. M. Birnbaum u. J. P.Greenstein, J. biol. Chemi- 
stry 202, 1 [1953]. 

8 H. Hanson u. N. Tendis, Z. ges. inn. Med. Grenzgebiete 9, 224 [1954]. 

® W. Rademaker u. J.B. J.Soons, Biochim. biophysica Acta [Amster- 
dam] 24, 451 [1957]. 
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Mikrosomen, Mitochondrien, Kerne) und setzten dabei folgende Peptide 
als Substrate ein: Glycyl-glycin (Glycyl-glycin-dipeptidase), Glycyl-DL- 
leucin (Glycyl-leucin-dipeptidase), Triglycin (Aminotripeptidase), DL- 
Leucyl-glycin und DL-Leucyl-glycyl-glycin (Leucinaminopeptidase). 


Methodik 


Fir die Versuche wurden niichterne mannliche Albinoratten mit einem 
Durchschnittsgewicht von 150—250g verwendet. Die Herstellung der Organ- 
homogenate von Leber und Niere erfolgte mit der in der vorangegangenen Arbeit!° 
geschilderten Methodik. Fiir die Darstellung der Zellbestandteilfraktionen wurde, 
abweichend von der friiheren!® Methodik, eine hochtourige, gekiihlte Zentrifuge 
vom Typ MSE 20 benutzt, die es gestattet, auch eine Leber- und Nierenmikro- 
somenfraktion zu gewinnen (vgl. Schema). Die Temperatur konnte wahrend des 
Zentrifugierens bei + 2° bis +4° gehalten werden. Zur Reinheitspriifung der 
einzelnen Fraktionen wurde das Phasenkontrastverfahren und die Untersuchung 
im Dunkelfeld verwendet. 

Die Substrate wurden nach den Vorschriften von E. Fischer! her- 
gestellt und waren papierchromatographisch rein: 

1. Leu-gly-gly aus «-Brom-isocapronylbromid und Glycinanhydrid, 

2. Leu-gly aus «-Brom-isocapronylbromid und Glykokoll, 

3. Gly-leu aus Chloracetylchlorid und pi-Leucin, 

4. Triglycin aus Chloracetylchlorid und Glycinanhydrid, 

5. Gly-gly aus Glycinanhydrid. 

Bestimmung der Enzymaktivitat 
a) Zusammensetzung der Spaltungsansiatze: 
1. 0,55 ml Veronal-Na-Puffer (0,1m), px 8,1, 

0,20 ml Fermentlésung (Homogenat), 
0,25 ml: Substratlésung (30% des Lésungsmittels war Veronal-Na-Puffer, 
pu 8,1) Leu-gly-gly, Leu-gly und Gly-leu in 0,08m Lésung, Gly-gly in 
0,04m Lésung. 

Im Ansatz waren die Lésungen 0,01m, bezogen auf die L-Komponente. 

2. 0,2 ml 0,1lm Veronal-Na-Puffer px 8,1, 

0,2 ml 0,05m Triglycin-Lésung (mit Veronal-Na-Stammlésung auf py 8,0 
eingestellt), 
0,2 ml Fermentlésung. 


b) Bestimmungsverfahren: 

Es wurden die Spaltungswerte nach 30 und 60 Min. Inkubation bei 38° 
bestimmt. 

Fir die Substrate Leu-gly-gly, Leu-gly, Gly-leu und Gly-gly erfolgte die 
Aktivitatsbestimmung der Exopeptidasen, wie in der vorangehenden Arbeit?®, 
mit Hilfe der quantitativen Papierchromatographie. 

Zur besseren Trennung auf dem Papier wurde ein Lésungsmittelgemisch, 
bestehend aus n-Butanol/Athanol/Eisessig/Wasser 80:20:0,5:24, benutzt. Um 
Glycin vom ungespaltenen Gly-gly zu trennen, wurden die Chromatogramme 
dreimal im aufsteigenden Verfahren in dem obenbeschriebenen Lésungsmittel 
nach etwa einstiindiger Trocknung bei Zimmertemperatur laufen gelassen!®. Auf 
jedem Chromatogramm liefen 3 Leucin- bzw. Glycin-Eichwerte mit. Ferment- und 
Substratkontrolle wurden ebenfalls getestet. 


10 H. Hanson, W. Blech, P. Hermann u. R. Kleine, diese Z. 815, 181 
[1959], vorstehend. 

11 —. Fischer, Untersuchungen iiber Aminosduren, Polypeptide und Pro- 
teine (1899—1906), Springer-Verlag, Berlin 1906. 

122 J. Heilmann, J. Barrollier u. E. Watzke, diese Z. 309, 219 [1957]. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 315 13 










































































































| od a .=— @D oO oO DR >.> 5 b= = S19 —senseen | & 
a S€5aR ASME BSB245 & 2s i’ l8 & &§e8 S 28 HESEIR! F 
a 
iS “Bunsgjiayonziyoy we¢s‘0 Ul SIT—OT ut qiorpuedsng , 
= | xuOKyeyuoy | 
= ! 
3 *OYol-"pag [qQ] UOIFH CIT uoly yey 
A} L f “UsTOSOIAT ~euise}dozAc 
6X 009 | “UIW OT ] | 
Ps Cag] be U4] Ups] 40 
ae. ee e. a 
6X009 | ‘UIW OT 4X0008T | ‘ut 09 6X0008T | ‘UnW 09 
*P°S [ag] *oyelr-"pog ‘a0 
= t t x UOIZYVIy t t 
i.) ae ees a a r Ar Sea 
© 5 X009 | ‘UN OT pe na | 6Xo00st | UI 09 
ma "peg C49] ‘oyar-"pag [4g] [peg] ‘40 
S REE L J Lars 
sh 6X009 | “ur OT 6X 00$8 | “UI OL 6X00¢8 | “UI OT 
= qJeIstuesou0yor ‘oYyal-*pag a0 
A | L Z 
° 6X00¢8 | ‘UNW OT 
= (= "pag a0 
3 t t 
x | & 
bi | 6X009 | “UIW OT 
\-————————um *peq . 
| id 
eS ee | 
| 009 | “UIW OL 
queulIpeg pueysi0g 9 
ee t 








yeussomoy 











“UOpINM UEFIOMIOA oIp ‘oyuoUTIpeg pun JOssBMYOSeA\ : UIOWUR] yy UeSIYOo UT “‘9[!o9puvysoq][eZ Jop Zunsoru0nyesg inz *euleyog 











{_Kernfraktion* | 


* Suspendiert in 10—15 ml 0,25m Rohrzuckerlésung. 
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Im Modellversuch konnte nachgewiesen werden, daB der Einflu8 von un- 
gespaltenem Gly-gly auf die Glycineichkurve in den in Frage kommenden Bereichen 
(Spaltungen zwischen 5% und 40%) nicht gréBer ist als die Fehlerbreite der Me- 
thode selbst. Fiir die Elution des Glycinkupferkomplexes vom Papier wurden, 
statt 5 ml Methanol wie bei den Leucinflecken, 10 ml verwendet, wodurch bei 
Benutzung der 2-cm-Kiivette bessere Eichkurvenwerte erzielt werden konnten. 
Fiir die Bestimmung der Tripeptidaseaktivitat mit Triglycin wurde die 
Methode nach London, Fine und Hudson* benutzt, die die Abspaltung eines 
Glycinrestes ohne stérenden Einflu8 einer eventuellen sekundaren Glycyl-glycin- 
Hydrolyse zu bestimmen gestattet. Dabei wurde die Abnahme der Extinktion des 
Triglycin-Kupfer-Komplexes im Spektrophotometer bei 540 mu gemessen. 

Als MaB fiir die Fermentaktivitaét wurde die H ydrolysenrate benutzt, defi- 
niert durch «Mol abgespaltene Aminosdure pro Stunde und mg Eiweifstickstoff 
der Enzympraparation. Es wurden nur Hydrolysenwerte zwischen 5% und 40% 
benutzt. In der Mehrzahl der Falle konnte der 60-Min.-Wert verwendet werden. 
Nur in Hinzelfallen muBte der 30-Min.-Wert herangezogen werden, der dann ohne 
weitere Untersuchungen der Kinetik durch Verdoppelung als 60-Min.-Wert ein- 
gesetzt wurde. 


Ergebnisse und Besprechung 


Die pu-Optima der Spaltungen lagen fiir alle eingesetzten Peptide 
bei pu 8,0 (zwischen 7,8 und 8,3), was im wesentlichen den Angaben 
der Literatur entspricht?. Unterschiede der py-Optima zwischen Gesamt- 


Tab. 1. Mittelwerte der Hydrolysenraten fiir Gesamthomogenate. 























niddanaies Cinen Zahl der —_— in uMol/Stde./mg seen N 
Versuche Mittel 8 Max. | Min. 
Leu-gly-gly | Leber 18 130 20,1 169 102 
Niere 14 150 19,1 181 114 
Triglycin Leber 11 46,8 6,35 60,5 38,5 
Niere . 10 232 31,1 282 186 
Leu-gly Leber 18 99 17,1 144 70 
Niere 13 282 33,3 326 233 
Gly-leu Leber 10 283 33,8 358 197 
Niere 7 702 213,0 941 416 
Gly-gly Leber 10 22,1 5,65 29,5 15 
Niere 7 248 33,6 270 200 





homogenat und daraus hergestellten Zellbestandteilfraktionen ergaben 
sich bei Leu-gly-gly als Substrat nicht. 

In Tab. 1 sind die durchschnittlichen Spaltungsraten mit den er- 
mittelten Schwankungsbreiten fiir die Gesamthomogenate von Leber 
und Niere angegeben. Auffallig sind die erheblichen Unterschiede zwi- 
schen Leber und Niere in ihrer Hydrolyseaktivitit gegeniiber Gly-gly 
und Triglycin (1:11 bis 1:5), aber auch gegeniiber Leu-gly und Gly-leu 
ist die Niere aktiver als die Leber. 





18 M. London, A. Fine u. P. B. Hudson, Arch. Biochem. Biophysics 64, 
412 [1956]. : 


3* 
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Die Ergebnisse einer gréBeren Anzahl von Versuchen mit Leu- 
gly-gly als Substrat und mit Gesamthomogenaten aus Leber und Niere 
und ihren Zellbestandteilfraktionen, die nach dem in der voran- 
gehenden Mitteilung!® beschriebenen Fraktionierungsschema gewonnen 
wurden, sind in Tab. 2 zusammengefaft. Bei diesen Versuchen, bei 
denen die Mikrosomen noch nicht gesondert erfaBt wurden, sich vicl- 
mehr vorwiegend in der sogenannten Mitochondrienfraktion befinden 
(vgl. Tab. 3), hebt sich die iiberaus starke Aktivitait dieser Fraktion der 
Niere im Vergleich zur entsprechenden Leberpraparation heraus, wah- 
rend die Leber ihre héchste Aktivitiat in der Cytoplasmafraktion besitzt. 


Tab. 2. Mittelwerte der Hydrolysenraten fiir pit-Leucyl-glycyl-glycin von Leber- 
und Nierenfraktionen, dargestellt nach 1. ¢.!°. 























: Zahl der Aktivitét in «Mol/Stde./mg Protein-N 
Praparation* Vv h ‘ ‘ 
ersucne Mittel 8 Max. Min. 
Le 10 109 26,2 144 76 
Lx 10 14 9,0 34 5 
Le 10 269 55,4 346 182 
Lu 10 25 10,4 37 8 
Ne - 10 152 22,7 188 120 
Nk 10 49 20,3 76 22 
Ne = 10 179 44,0 247 123 
Nu 10 362 258,0 905 118 
* Lg = Leber-Gesamthomogenat, Lx = Leber-Kernfraktion, La = Leber-Cytoplasmafrak- 
tion, Lyy = Leber-Mitochondrienfraktion, Lyyg = Leber-Mikrosomenfraktion; Ng, Nx, Ne, Nyy, 


Nys = entsprechende Fraktionen aus Nierengewebe. 


Aus Tab.3 sind fiir die fiinf eingesetzten Peptidsubstrate die durch 
die Homogenate und Fraktionen aus Leber und Niere der Ratte er- 
haltenen Hydrolysenraten ersichtlich. Aus technischen und zeitlichen 
Griinden konnten nicht alle 5 Substrate mit den Leber- und Nieren- 
praparationen desselben Tieres in einem Arbeitsgang inkubiert werden. 
Vielmehr wurden fiir jedes Substrat je 3 Spaltungsversuche mit Leber- 
und je 3 mit Nierenpraparationen durchgefiihrt, wobei bei jedem Sub- 
strat jeweils ein Spaltungsversuch mit den Priaiparationen von Leber 
und Niere vom gleichen Tier angesetzt wurde, wihrend bei den iibrigen 
Versuchen fiir das jeweilige Substrat die Nieren- oder Leberpraparationen 
von Organen verschiedener Tiere stammten, die dann aber fiir andere 
Substrate noch mit benutzt wurden. Fiir die hier insgesamt ausgewerteten 
150 Einzelbestimmungen wurden 9 Ratten verwendet. 

Wahrend die Hydrolyse von Leu-gly-gly durch Leber und Niere 
in etwa der gleichen GréBenordnung erfolgt, werden Triglycin und 
Gly-gly durch Niere 5—10mal starker gespalten als durch Leber. Be- 
dingt sind diese Unterschiede dadurch, dai Mitochondrien und Mikro- 
somen der Niere eine unverhiltnismifig stirkere Aktivitét gegeniiber 
Triglycin aufweisen (1:150) als die entsprechenden Leberpriparationen, 
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t Leu- Tab. 3. Verteilung der Hydrolyseaktivitaten in Leber und Niere der Ratte. 
| Niere 
voran- i Fraktion* 
: f Substrat na re 
onnen r. Le | LK Le Lu Las 
n, bei 
1 vicl- | Leu-gly-gly II 140,0+ 0 448,0 13,9 28,1 
finden IV 161,0 12,2 419,0 345 | 9,9 
on der XII 128,0 15,6 474,0 64,5 19,9 
wiih. Triglycin II 38,5 0 138,0 0 3,88 
esitzt IV 60,5 7,97 127,07 3,82 7,97 
; Vil 27,2t 7,93 104,0 4,32 8,97 
Leu-gly I 93,5T 5,51 293,0 49,77 49,7 
Leber. II 88,7+ 0 234.0 8,22 11,9 
IV 117,0 7,8 234,0 27,87 15,2 
7 Gly-leu I 244,0t 14,3 764,0f 17,3 50,6 
6 II 243,07 0 717,07 10,6 34,4 
In. IV 358,0F 4,8 932,0 19,3 11,4 
76 Gly-gly VII 22,1 7,83 | 29,7 2,37 39,4 
5 XI 17,6 14,6 27,2 8,55 70,5 
39 XII 27,9 11,8 41,4 5,75 40,8 
8 
0 Ne Nk No Nu Ns 
22 
23 Leu-gly-gly I 114,0¢ | 39,9t | 112,0¢ | 56,6 260,04 
18 Ill 156,0F 19,1 194,0 81,7 279,0 
wide ) 148,0 49,2 281,0¢ | 210,0 689,0 
co» Nyp Triglycin Ill 282,0 24,8 193,0 428,0 1063,0 
V 264,0 16,5 220,0 418,0 728,07 
VII 213,0 83,0 83,6 155,0F 1480,0 
lurch —_Leu-gly I 292,0+ | 49,8 | 261,0¢ | 52,8 199,0 
e er- Ill 302,07 56,7 795,0T 204,0 311,0 
ichen V 468,0} 69,0 1510,0t 154,0 780,07 
eren- Gly-leu I 941,07 110,0 1175,0F 102,0 243,0 
rden. Ul 905,0F 133,0 1038,0 136,0 317,0 
dala, V 1710,0¢ | 62,2 | 4280,0¢ | 206,0 | 1325,0f 
Sub- Gly-gly VII 255,0 98,0 167,0 145,0 1398,0t 
‘ties IX 270,0 | 193,0 | 2230 | 135,0 | 1380,0 
elias XII 206,0 267,0} 104,0 325,0 1396,0T 
ie * Abkiirzungen der Fraktionen s. Anmerkung zu Tab. 2. 
onen + Verdoppelter 30-Min.-MeBwert (s. Methodik 8. 195). 
dere 
eten | deren Hydrolysewirkung praktisch zu vernachlissigen und _ vielleicht 
auf noch anhaftende oder adsorbierte Cytoplasmaanteile zuriickfiihrbar 
Niere | ist. Gly-gly, dessen sehr geringe Spaltung durch Leber in der Haupt- 
und | sache auf die Aktivitiét des Cytoplasmas und der Mikrosomen dieses 
Be- | Organs zuriickzufiihren ist, wird in der Niere weit iiberwiegend durch 
kro- | ihre Mikrosomen hydrolysiert (Leber: Niere = 1:30), bei geringerer, im 





liber | Vergleich zur Leber jedoch immer noch hoher Aktivitiat des Cy toplasmas, 
nen, | der Mitochondrien und der Kerne. 
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Der Befund, daB Leu-gly-gly durch Leber und Niere etwa gleich 
stark gespalten wird, darf jedoch, wie Tab. 3 deutlich macht, nicht zu 
der SchluBfolgerung verleiten, daB dies auch in den einander entspre- 
chenden Zellfraktionen der beiden Organe der Fall ist. Die Aktivitat des 
Lebergesamthomogenates gegeniiber Leu-gly-gly ist ganz tiberwiegend 
bedingt durch die enzymatische Wirkung der Cytoplasmafraktion, die 
des Nierengesamthomogenates ergibt sich hauptsichlich aus der am 
stiirksten hydrolysierenden Mikrosomen- und der ebenfalls noch recht 
aktiven, wenn auch schwiicher wirksamen Cytoplasma- und Mito- 
chondrienfraktion. Ahnlich liegen die Verhiltnisse bei der Hydrolyse 
von Leu-gly und Gly-leu, wo zwar gegeniiber beiden Substraten das 
Gesamthomogenat der Leber deutlich weniger aktiv ist als das der 
Niere, die Aktivitaét der Leber sich aber ebenfalls zum gréBten Teil in 
der Cytoplasmafraktion lokalisiert findet, die Niere jedoch neben der 
am héchsten liegenden Aktivitaét im Cytoplasma auch betrachtliche 
Enzymwirkung in den Mikrosomen- und Mitochondrienfraktionen auf- 
weist. Da jedoch die Niere im Gegensatz zur Leber unzweifelhalft 
D-Peptidaseaktivitét"*, und zwar vorwiegend in der Mitochondrien- 
(+- Mikrosomen)-Fraktion® besitzt, ist zu vermuten, dafs das von der 
Leber so abweichende Verhalten der Niere bei unseren Versuchen, die 
mit Racematen durchgefiihrt wurden, auf den hohen D-Peptidase- 
gehalt in den genannten Nierenfraktionen zusiickzufiihren ist. Hierzu 
sind jedoch eingehende quantitative Messungen mit optisch-aktiven 
Peptiden erforderlich, die wir in Kiirze beginnen wollen. 

Aus Tab. 4 ist ersichtlich, da trotz der groBen interindividuellen 
Unterschiede in den absoluten Werten der Spaltungsraten der einander 


zuzuordnenden Homogenate und Fraktionen (s. Tab. 3) eine auffallende 


Tab. 4. Ubersicht iiber die relativen Verteilungen von Di- und Aminopeptidase- | 
aktivititen in Leber und Niere der Ratte, bezogen auf die mittlere Ferment- 


aktivitat des Gesamthomogenats = 1,00; errechnet aus den in Tab. 3 angegebenen 








Hydrolysenratenwerten. 

Frakt.* | Leu-gly-gly | Triglycin Leu-gly Gly-leu Gly-gly 
Le 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 
Lk 0,07 0,13 0,04 0,02 0,59 
Le 3,13 3,16 2,54 2,85 1,45 
Lu 0,26 0,06 0,27 0,06 0,24 
Las 0,14 0,16 0,26 0,11 2,23 
Ne 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 
Nx 0,26 0,16 0,17 0,10 0,76 
No 1,41 0,66 2,25 1,64 0,68 
Nu 0,83 1,32 0,40 0,13 0,83 
Nas 2,94 4,31 1,12 0,46 5,70 

















* Abkiirzungen der Fraktionen s. Anmerkung zu Tab. 2. 


14 R. Merten. Biochem. Z. 818, 167 [1948]. 
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Ubereinstimmung der relativen Verteilung der Enzymaktivitaten zwi- 
schen den einzelnen Fraktionen der beiden untersuchten Organe besteht, 
wenn die Aktivitit des Gesamthomogenats des einen Organs gegeniiber 
dem jeweiligen Substrat gleich 1 gesetzt wird und die Aktivitaten der 
daraus gewonnenen Fraktionen als Bruchteile oder Vielfache der Homo- 
genataktivitaét ausgedriickt werden. Der ,,Gangunterschied“‘ der Enzym- 
verteilung in Leber auf der einen und Niere aut der anderen Seite wird 
dabei besonders deutlich. Hinsichtlich der Spaltbarkeit der untersuchten 
Peptide ist die besondere Stellung des Cytoplasmas bei der Leber aut- 
fallend, bei der Niere jedoch gegeniiber den nur Glycin enthaltenden 
Peptiden die starke Aktivitét der Mikrosomen. Zu beachten ist auch 
das gegensinnige Verhalten der Quotienten der Hydrolyse von Leu-gly- 
gly und Leu-gly durch Cytoplasma und Mikrosomen der Niere; dies 
spricht gegen die Annahme eines einzigen Enzyms im Sinne der Leucyl- 
aminopeptidase, sondern zeigt an, da das Leucyltripeptid auch durch 
ein anderes Enzym als das Leucyldipeptid gespalten werden kann, wo- 
fiir die kiirzlich auch von anderer Seite mitgeteilten Beobachtungen 
sprechen. 

Einer Erwahnung bediirfen vielleicht noch die Ergebnisse mit den 
Nierenpriparationen des Tieres V, die mit allen Substraten mit Aus- 


_ nahme von Leu-gly-gly und Gly-gly angesetzt wurden, und die unter 


Verwendung von 0,88m Rohrzuckerlésung hergestellt wurden. Gewisse 
Besonderheiten, wie die ausgesprochen hohen Spaltungsraten der Cyto- 
plasma- und Mikrosomenfraktion gegeniiber Leu-gly und Gly-leu méch- 
ten wir auf die Benutzung der 0,88m Zuckerlésung statt der sonst ver- 
wandten 0,25m und die vermutlich damit verbundene bessere Erhaltung 
der Mikrosomenstruktur und der in ihnen enthaltenen, als sehr labil 
bekannten Glycyl-L-leucin-Dipeptidase zuriickfiihren. Das grund- 
sitzliche Verhalten der Relationen zwischen den verschiedenen Frak- 
tionen bleibt jedoch im wesentlichen erhalten. Eingehendere Unter- 
suchungen zu dieser Frage waren notwendig, stoBen jedoch hinsichtlich 
der Benutzung der 0,88m Zuckerlésung auf erhebliche methodisch- 
technische Schwierigkeiten. 


Zusammenfassung 


Es werden Ergebnisse iiber die Di- und Aminopeptidaseverteilung 
in Rattenleber- und -nierenhomogenaten und deren Zellbestandteil- 
fraktionen (Kerne, Cytoplasma, Mitochondrien und Mikrosomen) mit 
DL-Leucyl-glycyl-glycin, DL-Leucyl-glycin, Glycyl-DL-leucin, Triglycin 
und Glycyl-glycin als Substraten mitgeteilt. 

In der Leber findet sich bei allen eingesetzten Substraten, mit 
Ausnahme von Glycyl-glycin, fast die gesamte Aktivitat im Cytoplasma. 
In der Niere dagegen verteilt sich die Peptidaseaktivitat auf Mikro- 
somen-, Cytoplasma- und Mitochondrienfraktion, mit der héchsten 


15 EK. Waldschmidt-Leitz u. L. Keller, diese Z. 309, 228 [1957]. 
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Aktivitat in den Mikrosomen. Mit Ausnahme von DL-Leucyl-glycyl- 
glycin, dessen Hydrolyse in Leber und Niere die gleiche GréBenordnung 
aufweist, werden alle eingesetzten Substrate schneller durch die Pepti- 
dasen der Niere als durch die der Leber hydrolysiert. 


Summary 
Using DL-leucyl-glycyl-glycine, DL-leucyl-glycine, glycyl-DL-leu- 
cine, triglycine and glycyl-glycine as substrates, the distribution of di- 
and. amino peptidases in rat liver and kidney homogenates and in sub- 
cellular fractions thereot (nuclei, cytoplasm, mitochondria and micro- 
somes) has been investigated. 


In liver, with all the substrates used except glycyl-glycine, almost 
all the activity is found in the cytoplasm. In kidney, however, the pep- 
tidase activity is divided amongst the microsomal, the cytoplasmic and 
the mitochondrial fractions, with the highest activity in the microsomes. 
With the exception of DL-leucyl-glycyl-glycine, which is hydrolysed 
to the same extent in both liver and kidney, all substrates used are 
hydrolysed faster by the kidney peptidases than by those of liver. 
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Acylase- und katheptische Carboxypeptidase- Wirkung 
in Leber und Niere der Ratte 
und in den Zellbestandteilen dieser Organe 
Von 
H. Hanson, P. Hermann und W. Blech 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Halle (Saale) 
Direktor: Prof. Dr. H. Hanson 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Marz 1959) 


Die Carboxypeptidase-Wirkung verschiedener tierischer Organe-> 
z. B. Milz, Niere, Leber, ist durch die spaltende Wirkung von Organ- 
extrakten u. a. auf Benzoyl-diglycin! sowie auf Carbobenzoxy-glycayl-L- 
phenylalanin, das fiir die Bestimmung der Carboxypeptidase A giin- 
stigste Substrat?, erwiesen. Jedoch sind die Beziehungen dieser kathep- 
tischen, im sauren Bereich optimalen Fermentwirkung zu den ebenfalls 
die freie COOH-Gruppe am Substrat erfordernden, z. B. Chloracetyl-L- 
tyrosin spaltenden Organenzymen, den sogenannten Acylasen, keines- 
wegs geklirt. Wenn auch die kristallisierte Pankreas-Carboxypeptidase 
ohne Zweifel Chloracetyl-L-tyrosin hydrolysiert, so muB es als sehr frag- 
lich erscheinen, ob die Hydrolyse dieses von manchen Autoren fiir den 
Carboxypeptidase-Nachweis in tierischen Organen benutzten Substrats*® 
auf den Effekt eines mit der Pankreas-Carboxypeptidase homospezi- 
fischen Fermentes zu beziehen ist, oder ob nicht vielmehr in der Zer- 
legung dieses Substrats die Wirkung oder zumindest die Mitwirkung 
besonderer Acylasen zum Ausdruck kommt. Denn die in verschiedenen 
Organen durch Spaltung von N-acylierten Aminosiuren nachgewiesene 
Acylasewirkung‘ ‘besitzt, im Gegensatz zur optimalen Wirkung der 
katheptischen Carboxypeptidase gegeniiber Benzoyl-diglycin und Carbo- 
benzoxy-glycyl-L-phenylalanin im sauren Bereich, ein breites Optimum 
bei neutralen bis schwach alkalischen pu-Werten, was auch bei hoch- 
gereinigten Acylasepriiparationen aus Schweinenieren der Fall ist®. 


Bei diesem Sachverhalt schien es uns zweckmiBig, unsere Unter- 
suchungen iiber Vorkommen und Verteilung von Fermenten des Typs 
der Carboxypeptidasen in Niere und Leber der Ratte unter Verwendung 

1 EK. Waldschmidt-Leitz, A. Schaffner, J. J. Bek u. E. Blum, diese Z. 
188, 17 [1930]. 

2 M. Bergmann, Advances in Enzymol. 2, 49 [1942]. 

3 R.N. Feinstein u. J.C. Ballin, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 88, 10 [1953]. 

4 KE, Abderhalden u. R. Abderhalden, Fermentforschung 17, 217 [1945]. 

5 §. M. Birnbaum, L. Levintow, R. B. Kingsley u. J. P. Greenstein, 
J. biol. Chemistry 194, 455 [1952]. : 
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sowohl von Carbobenzoxy-glycyl-L-phenylalanin wie auch Chloracety]- 
L-tyrosin durchzufiihren, zumal iiber die Lokalisation dieser Ferment- 
wirkungen in den Zellbestandteilfraktionen von Organen bis auf einige 


kurze Hinweise iiber die Carboxypeptidasewirkung von Zellbestand- 





teilen der Rattenleber® und der Schweineniere’ gegeniiber Carbobenzoxy- 
glycyl-L-phenylalanin nichts bekannt ist und Untersuchungen iiber Diffe. | 
renzierungsméglichkeiten zwischen eigentlicher katheptischer Carboxy- 
peptidase- und der Acylasewirkung in verschiedenen Organen des gleichen 
Tieres feblen. 


. Einige Versuche, iiber die nachfolgend ebenfalls berichtet wird, 
wurden ausgefiihrt unter Verwendung von Carbo-$-naphthoxy-DL- 
phenylalanin als chromogenem Substrat, das zur kolorimetrischen Be- 
stimmung der Aktivitit der tryptischen Pankreas-Carboxypeptidase 
empfohlen, jedoch zur Erfassung von Carboxypeptidase-Wirkungen in 
Homogenaten von Niere, Leber, Milz, Gehirn, Herz, Lunge, Schilddriise 
usw. der Ratte wegen zu geringer Aktivitét als ungeeignet bezeichnet 
wurde’. Es sollten speziell die Méglichkeiten einer relativ rasch ausfiihr- 
baren kolorimetrischen Bestimmung von Gewebsacylase mit diesem 
Substrat iiberpriift werden. 


Methodik 


Zur Darstellung von Chloracetyl-t-tyrosin und Carbobenzoxy-glycyl-.- 
phenylalanin s. 1. c.®. Dort auch Angabe der Bestimmungsmethodik der enzy- 
matischen Spaltung. 


N-[Carbo-f-naphthoxy]-pt-phenylalanin wurde nach 1.c.1° synthetisiert. 
Schmp. 158°, Zers. (Lit. 160°, Zers.). 

Bei der Enzymbestimmung mit diesem Substrat folgten wir mit einigen 
Abwandlungtn den Angaben von Ravin und Seligman’. Die Substratkonzen- 
tration war m/6000, das Gesamtvolumen betrug 6,0 m/. Auf die Zugabe von 
Trypsin zur Aktivierung der Gewebsfermente haben wir aus spater zu erérternden 
Griinden verzichtet. Die Eigenhydrolyse des racem. Substrats betrug unter den 
Inkubationsbedingungen (37°; pq 7,8) in der Stunde etwa 8%. Die Kupplung des 
nach Hydrolyse sekundar gebildeten $-Naphthols fiihrten wir mit Echtblau- 
salz B* durch, welches das von den genannten Autoren® benutzte tetrazotierte 
o-Dianisidin enthalt. Die Verwendung wechselnder Homogenatkonzentrationen 
machte eine Beriicksichtigung der Bindung des Azofarbstoffes an das Organeiwei} 
erforderlich. Fiir unsere Zwecke wurden die besten Ergebnisse erreicht, wenn 
mehrfach mit Athylacetat extrahiert (10,0, 7,5 und 10,0 ml; nach Dekantieren 
und Filtrieren ad 25,0 ml), ferner mit Eichkurven fir f-Naphthol ausgewertet 
wurde, die unter Verwendung von £-Naphthol-Lésungen hergestellt waren, denen 


® W. Rademaker u. J.B. J.Soons, Biochim. Biophysica Acta [Amster- 
dam] 24, 451 [1957]. 

? K. Lang u. G. Siebert, Suomalaisen Tiedeakatemian Toimituksia [Ann. 
Acad. Sci. fennicae], Sarja A. II. 60,73 [1955]. 

8 H. A. Ravin u. A. M. Seligman, J. biol. Chemistry 190, 391 [1951]. 

®* H. Hanson, W. Blech, P. Hermann u. R. Kleine, diese Z. 815, 181 
[1959]. 

10 G. Wolf u. A. M. Seligman, J. Amer. chem. Soc. 78, 2080 [1951]. 

* Den Bayer-Werken, Leverkusen, sind wir fiir die Uberlassung des 
Praparates zu Dank verpflichtet. 
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eine dem EiweiB-N der- benutzten Enzympraparation entsprechende Menge 
Protein-N in Form von Blutserum vor der Diazotierung mit Echtblausalz B zu- 
gesetzt war. 

Die Gewebspraparationen wurden nach den I. c. *!4 gemachten Angaben 
hergestellt. Die Nummern der Versuchstiere stimmen mit denen in den Arbeiten 
]. c. 1412 jiberein. 


Ergebnisse 


In Vorversuchen wurden zunichst die drei Substrate auf ihre Spalt- 
barkeit durch Gesamthomogenate von Leber und Niere der Ratte iiber- 
priift. Wihrend Chloracetyl-L-tyrosin in einem weiten px-Bereich gut 
gespalten wurde, erfolgte die Hydrolyse von Carbobenzoxy-glycyl-L- 
phenylalanin nur bei saurer Reaktion. Die pa-Kurven der enzymatischen 
Spaltungen dieser beiden Substrate durch Gesamthomogenate aus Niere 
sind in Abb. 1 dargestellt. Leberhomogenate zeigen bei geringerer Aktivi- 
tit das gleiche Verhalten. Carbo-f-naphthoxy-DL-phenylalanin, fiir das 
in den eingangs erwihnten Organen bei px 7,8 und 5,0 keine Ferment- 
aktivitat bei 1—2 mg Frischorgan pro Ansatz hatte nachgewiesen werden 
kénnen®, wurde auch in unseren Versuchen mit Homogenatmengen von 
50—220 mg Leber (entsprechend etwa 1,25—5,0 mg EiweiB-N) und 15— 
60 mg Niere (entsprechend etwa 0,25—1,0 mg EiweiB-N) bei px 7,8 
und bis zu 2% Stdn. dauernder Inkubation enzymatisch nicht hydro- 
lysiert, was dagegen in Pankreatinlésungen, wie nach 1. c.* zu erwarten, 
ohne weiteres méglich war. 

Auf Grund der eindeutigen Ergebnisse wurde in den weiteren Ver- 
suchen die Aktivitit der katheptischen Carboxypeptidase (mit Carbo- 
benzoxy-glycyl-L-phenylalnin als Substrat) bei pu 5,1, die der Acylase 
(mit Chloracetyl-L-tyrosin als Substrat) bei pu 7,8 bestimmt. Mit den 
nach 1. ¢.® hergestellten Gewebspriparationen wurde in 20 Versuchen 
die Verteilung der Acylaseaktivitaét auf Zellbestandteile der Leber und 
Niere untersucht. Tab. 1 enthalt die Aktivitat der Praparationen in 
Hydrolysenraten, daneben auch die Relationen der Zellbestandteilfrak- 
tionen, bezogen auf das Gesamthomogenat = 1,00. Es zeigt sich ein 
groBer Unterschied zwischen Leber und Niere. Die Nierenpraparationen 
sind etwa 10—15fach aktiver. In beiden Organen ist die Cytoplasma- 
fraktion am aktivsten, dann folgen Mitochondrien und Kerne; die Aktivi- 
tit der Zellkern- bzw. Mitochondrienfraktion der Rattenleber war" meist 
fiir eine exakte Auswertung zu gering. 

Wie Tab. 2 aus den Werten eines typischen Beispiels erkennen 1aBt, 
verhalten sich die absoluten Werte und die Relationen bei der kathep- 
tischen Carboxypeptidase grundsitzlich anders als bei der Acylase. In 
der Niere treten neben der am starksten wirksamen Cytoplasmafraktion 
auch Kerne und Mitochondrien deutlich in Erscheinung, in der Leber 
sind die Mitochondrien am aktivsten, am wenigsten ist dies die Cyto- 
plasmafraktion. 


11 H. Hanson u. W. Blech, diese Z. 315, 191 [1959], vorstehend. 
12 H. Hanson, R. Kleine u. W. Blech, diese Z. 316 [1959], im Druck. 
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Tab. 2. Aktivitat der katheptischen Carboxypeptidase. Hydrolysenraten und 

Relationen bei der Hydrolyse von 0,01m Carbobenzoxy-glycyl-L-phenylalanin 

durch Zellbestandteilfraktionen von Niere und Leber der Ratte (Tier Nr. 23). 
pu 5,1; 60 Min. Versuchsdauer; Bezeichnungen vgl. Tab. 1. 



















































































mg mg 
Protein-N HR Q Protein-N HR Q 
im Ansatz im Ansatz 
Na 0,0675 41.2 1,00 Le 0,609 9,46 1,00 
Ne 0,0336 48,7 1,18 Le 0,168 3,61 0,38 
Nk 0,0350 26,0 0,63 Lx 0,239 4,31 0,46 
Nu 0,0487 22,4 0,54 Lu 0,145 36,90 3,90 
50y- i Ly es ak 150 30 
1 IN | Leber 
)\ VA 125 4 254 
2404———— 1 ie 
eS re 
3 & 100 } 20; 
£30+- —\—++ ; ms & 754 . 
. | 2 sf NV 
50; NN 
a 8 WN N 
1 NY 
10 ae 4 + E ; ihe: Ng Nx Nus Ng Nx Nus 
s N Ne Nw ae Nu Le Ly Po Bw 
: Acylase carboxy - Acylase arboxy - 
. J 6 7 Py as: : peptidse peptidase 
Abb. 1 Abb. 2 


Abb. 1. po-Abhangigkeit der Hydrolyse von Chloracetyl-L-tyrosin (1) und Carbo- 

benzoxy-glycyl-t-phenylalanin (2) durch Nierengesamthomogenat (0,0882 mg 
Protein-N/Ansatz). 

pu mit Glaselektrode gemessen, Ordinate: Hydrolysenrate (Definition s. Tab. 1). 


Abb. 2. Verteilung der Aktivitét von Acylase und katheptischer Carboxypeptidase 
auf Gesamthomogenate und Zellbestandteile von Leber und Niere einer Ratte 
(Tier Nr. VII). Abkiirzungen der nach I. c.1! hergestellten Praparationen s. Tab. 1. 


Nachdem es uns méglich war, auch eine Mikrosomenfraktion her- 
zustellen!!, traten gegeniiber den in den Tab. 1 und 2 gegebenen Rela- 
tionen Verinderungen ein, die sich besonders auf die Mitochondrien- 
fraktionen bezogen, die zuvor offenbar den Hauptteil der Mikrosomen 
enthielten. Die Ergebnisse der Versuche an einem Tier als Beispiel werden 
in Abb. 2 wiedergegeben. 

Fiir die Acylase findet sich in beiden Organen die Aktivitiat wieder- 
um vorwiegend im Cytoplasma, dann folgen Mikrosomen, Kerne und 
Mitochondrien. Wihrend in der Niere die katheptische Carboxypeptidase 
im Cytoplasma am aktivsten ist, geringer in Kernen und Mitochondrien 
und in den Mikrosomen fehlt, tritt sie in der Leber am stiirksten in 
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Mitochondrien und Mikrosomen in Erscheinunz, dann folgen Kerne und 
Cytoplasma. 





Diskussion 

Die mitgeteilten Ergebnisse bestitigen, daB die in Niere und Leber 
der Ratte nachweisbare katheptische Carboxypeptidase neben einem 
Fermentsystem vom Acylasetyp vorkommt, was auf Grund von anderer 
Seite!?45 durchgefiihrter Untersuchungen, die jedoch nur auf jeweils 
einen Fermenttyp ausgerichtet waren, anzunehmen war. Jetzt konnte 
durch Anwendung gleichartig gewonnener Enzympriaparationen gezeizt 
werden, daB das typische Carboxypeptidase-Substrat Carbobenzoxy- 
glycyl-L-phenylalanin durch Nieren- bzw. Leberhomogenate in Ab- 
hingigkeit vom pxu-Wert einen ganz anderen Spaltungsverlauf auf- 
weist, als dies beim Acylasesubstrat Chloracetyl-L-tyrosin der Fall ist. 
Es zeigte sich ferner, daB das Vorkommen der beiden Enzymaktivititen 
sowohl dem absoluten Betrag nach wie auch im Zahlenverhiltnis zu- 
einander in den beiden Organen und ihren Zellbestandteilfraktionen 
sehr unterschiedlich ist. Eine sicherlich nicht durch die Aufarbeitung 
der Organe bewirkte, sondern auch unter physiologischen in-vivo-Be- 
dingungen in den Zellen anzunehmende ,,Anreicherung‘ der Acylase- 
wirkung im Cytoplasma der Niere und der Leber bei erheblich geringerer 
Aktivitat in letzterer und noch relativ bedeutender Acylasewirkung in 
der Mikrosomenfraktion der Niere steht einer Konzentrierung der kathep- 
tischen Carboxypeptidase in Mitochondrien und Mikrosomen der Leber 
gegeniiber bei im absoluten Betrage zwar héherem, aber in Cytoplasma, 
Kernen und Mitochondrien nicht sehr unterschiedlichem Vorkommen 
in der Niere, deren Mikrosomen im Gegensatz zur Leber praktisch frei 
von diesem: Ferment gefunden werden. Unsere Befunde iiber die Ver- 
teilung dieses Enzyms in der Leber stehen in befriedigender Uberein- 
stimmung mit den von anderer Seite gemachten Beobachtungen‘®. 

Versuche mit Cystein (0,01m) fiihrten bei Priifung der katheptischen 
Carboxypeptidase-Wirkung zu dem bekannten Aktivierungseffekt, vor 
allem in der Niere, weniger ausgesprochen in der Leber, in der vielleicht 
das Cystein infolge rascher Oxydation zu Cystin durch die Mitochon- 
drien!® auBer Funktion gesetzt wird. Beziiglich der Cysteinwirkung auf 
die Acylasewirkung der Chloracetyl-L-tyrosin-Spaltung bei px 7,8 liegen 
infolge sekundirer Reaktion besondere Verhiltnisse vor, iiber die an 
anderer Stelle berichtet wurde". 

Carbo-f-naphthoxy-DL-phenylalanin erwies sich in unseren Ver- 
suchen nicht als ein zum Peptidasenachweis in Organhomogenaten ge- 








eignetes Substrat. Als Acylaminosiure mu8 es nach unseren Befunden | 


zu den Acylasesubstraten gezihlt werden, fiir welche die Affinitat zum 

Ferment (bei gleicher Aminosiure) vom elektronegativen Charakter des 

Acylrestes abhingig ist. So hatten Fones und Lee! abfallende Affini- 
13 K. Lang u. C. Keller, Biochem. Z. 327, 202 [1955]. 


14H. Hanson u. P. Hermann, Bull. Soc. Chim. biol. 40, 1835 [1958]. 
15 W.S. Fones u. M. Lee, J. biol. Chemistry 201, 847 [1953]. 
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titen in der Reihe Chloracetyl-, Bromacetyl-, Jodacetyl-, Formyl- und 
Acetylderivat der Aminosaéure in Versuchen mit Acylase gefunden; 
Benzoyl- und Carbobenzoxy-aminosiure wurden am langsamsten hydro- 
lysiert46. Die gleiche Reihenfolge gilt fiir Acylaminosiuren auch beziig- 
lich der Pankreas-Carboxypeptidase A!’, so daB Carbo-f-naphthoxy- 
phenylalanin auch hierbei als ein sehr schwaches Substrat anzusehen 
ist. Der im Verhiltnis dazu relativ hohe proteolytische Koeffizient, der 
sich aus den Werten von Ravin und Seligman® berechnen 1laBt, ist 
aus der geringen Substratkonzentration verstindlich. 

Die Aktivierung durch Trypsin, wie bei 1. c.§ beschrieben, unter- 
lieBen wir, da Acylaseaktivierungen durch andere proteolytische Fer- 
mente aus der Literatur nicht bekannt und durch Trypsin wohl auch nicht 
zu erwarten sind. 


Zusammenfassung 


Es werden Ergebnisse iiber die Differenzierung von katheptischer 
Carboxypeptidase und Acylase sowie iiber die Verteilung dieser Ferment- 
aktivititen in Zellbestandteilen von Leber und Niere der Ratte mit- 
geteilt. Als Substrate wurden Carbobenzoxy-glycyl-L-phenylalanin bzw. 
Chloracetyl-L-tyrosin verwendet. 

Die GréBe der Acylaseaktivitit in Leber und Niere nimmt in der 
Reihenfolge Cytoplasma-, Mikrosomen-, Kern-, Mitochondrienfraktion 
ab, wobei alle Nierenpriparationen deutlich aktiver sind als die ent- 
sprechenden Leberpraparationen. 

Die katheptische Carboxypeptidase findet sich in der Niere vor- 
wiegend in der Cytoplasma-, Kern- und Mitochondrienfraktion; Mikro- 
somen sind ohne Aktivitat. In der Leber sind Mitochondrien und Mikro- 
somen am aktivsten, dann folgen Kerne und das Cytoplasma. 


Summary 


Results are reported concerning the differentiation of catheptic 
carboxypeptidase and acylase and the distribution of these enzymatic 
activities in cell components of liver and kidney of rats. Carbobenzoxy- 
glycyl-L-phenylalanine and chloracetyl-L-tyrosine were used as sub- 
strates. 

The acylase activity of liver and kidney decreases in the order 
cytoplasmic, microsomal, nuclear, mitochondrial fraction. All kidney 
preparations are significantly more active than the corresponding liver 
preparations. 

The catheptic carboxypeptidase is found in kidney preponderantly 
in the cytoplasmic, nuclear and mitochondrial fractions; microsomes 
have no activity. In liver, mitochondria and microsomes are most active, 
followed by nuclei and cytoplasm. 


16 J. P. Greenstein, Advances Protein Chem. 9, 121 [1954]. 
17 H. Neurath u. G. W. Schwert, Chem. Reviews 46, 69 [1950]. 
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Untersuchungen zur Frage des Vorkommens 
und der Differenzierung von Dipeptid- und Aminosaure- 
esterspaltenden Fermenten in Leber, Niere und Serum 
der Ratte* 
Von 
Horst Hanson und Rolf Kleine 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Halle (Saale) 
Direktor: Prof. Dr. H. Hanson 





(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Miirz 1959) 


Die Spezifitat der in zahlreichen tierischen Organen enthaltenen | 
Proteinasen (Endopeptidasen), deren Vorhandensein durch Spaltung 
verschiedener, als Substrat eingesetzter Proteine, wie Rinderhimo. 
globin, Gelatine, Casein, Albumin usw., nachgewiesen wurde, hat man 
u. a. dadurch aufzukliren versucht, daB man die entsprechenden Organe 
in Form von Breien, Homogenaten, Extrakten oder die daraus her- 
gestellten -gereinigten Praparationen auf solche synthetische Peptid- 
substrate einwirken lieB, die zur Charakterisierung der Spezifitat der 
in kristallisierter Form zuginglichen Proteinasen Pepsin, Trypsin und 
Chymotrypsin angewendet werden. So kann z. B.in der Rindermilz 
ein Kathepsin I bzw. A durch seine pepsinhomospezifische Spaltung 
von Carbobenzoxy-L-glutamyl-L-tyrosin von einem Kathepsin IT bzw. B 
unterschieden werden, das Benzoyl-L-argininamid hydrolysiert und somit 
eine Trypsinhomospezifitit zeigt!. Eine Homospezifitat von Gewebs- 
endopeptidasen mit kristallisiertem Chymotrypsin, das eine gréBere Zahl 
von acylierten, aromatischen Aminosiiure- und Peptidamiden und -estern, 
aber auch verschiedene freie Peptid- und Aminosiiureamide und Amino- 
siureester — letztere allerdings bei pu 6,4 — zu spalten vermag, ergab 
sich bei Untersuchung einer gereinigten Milzendopeptidase, des Ka- 
thepsin C, fiir treie Amide einiger Peptide sowie fiir freie Amide und 
geringer fiir freie Ester aromatischer Aminosiuren, z. B. von Glycyl-L- 
tyrosin, Glycyl-L-phenylalanin, L-Tyrosin und L-Phenylalanin!~*, wih- 


* Folgende Abkiirzungen werden benutzt: A-tyr-AE = N-Acetyl-L-tyrosin- 
athylester; ferner die Hydrochloride von: Gly-tyr- AE = Glycyl-L-tyrosin-athyl- 
ester, Gly-gly-AE = Glycyl-glycin-athylester, Tyr-AE = L-Tyrosin-athylester, 
Phe-AE = t-Phenylalanin-athylester, Gly-AE = Glycin-athylester, Ala-AE — 
pt-Alanin-athylester, Arg-AE — L-Arginin- athylester, Leu-ME = L- Leucin-me- 


thylester. 

1H. H. Tallan, M.E. Jones u. J.S. Fruton, J. biol. Chemistry 194, 793 
[1952]. 

2 D.S. Wiggans, M. Winitz u. J.S.Fruton, Yale J. Biol. Med. 27, 11 
[1954]. 


3 N. Izumiya u. J.S. Fruton, J. biol. Chemistry 218, 59 [1956]. 
4J.S.Fruton u. M.J.Mycek, Arch. Biochem. Biophysics 65, 11 [1956]. 
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rend dieses Ferment eiri so typisches Chymotrypsinsubstrat wie Acetyl-L- 
phenylalanin-aithylester nicht zu verseifen vermochte*. Betont sei, daB 
merkwiirdigerweise Befunde iiber die hydrolysierende Wirkung des 
kristallisierten Chymotrypsins auf Dipeptidester, die im Vergleich zu 
den Dipeptidamiden durch Kathepsin C der Milz gleich stark oder besser 
hydrolysiert werden?-‘, otfenbar nicht verdffentlicht sind. 


Es erhebt sich die Frage, wie sich andere proteinaseaktive tierische 
Organe gegeniiber den synthetischen Substraten verhalten, die durch 
kristallisiertes Chymotrypsin aus Pankreas oder durch Kathepsin C der 
Milz hydrolysiert werden. 

Schon vor der Darstellung des gereinigten Kathepsin C aus Rinder- 
milz konnte aus Schweinenieren eine partiell gereinigte Priparation ge- 
wonnen werden, welche die Amidbindung von Dipeptidamiden, wie Gly- 
cyl-L-tyrosinamid und Aminosiureamiden, z. B. L-Tyrosinamid, auf- 
sprengte®. In wiBrigen Gewebsextrakten aus Nieren und Lebern von 
Meerschweinchen und Ratten sowie Schweinenieren wurde eine Tyr-AE- 
spaltende Wirkung mit einem Optimum bei pu 7,2 nachgewiesen ®, wobei 
es méglich war, in Extrakten aus Schweine- und Meerschweinchen- 
nieren eine dem Kathepsin C zugesprochene, mit Rinderhimoglobin als 
Substrat nachgewiesene proteolytische Aktivitét von der tyrosinester- 
spaltenden und transpeptidatischen Wirkung abzutrennen. Aminosiure- 
esterasewirkungen gegeniiber den Methyl- bis Isoamylestern von Tyrosin, 
Phenylalanin und Leucin lieBen sich auch in Peptidasekonzentraten 
(Leucinamidase) aus Schweinenieren nachweisen’. Aus wiBrigen Ratten- 
leberextrakten konnten Anreicherungen von unspezifischen Aminosiure- 
esterase-Wirkungen erzielt werden, die gegeniiber den Estern von Tyro- 
sin, Phenylalanin, Leucin, Valin und Arginin aktiv waren*. Durch 
Esterasepriparationen aus Hundeleber wurden bei pu 7,4 die 
Methyl-, Athyl-, Propyl- und Butylester von Glykokoll gespalten®, wih- 
rend aus Versuchen mit Homogenaten von Rattenlebern hervorging, 
daB das Homogenat und am stiirksten die daraus gewonnene Mito- 
chondrienfraktion Glycyl-tyrosinamid unter Bildung von NH, aufzu- 
sprengen vermochte’®. 

Die bisher angefiihrten Befunde lassen keine Aussage dariiber zu, 
ob die an den eingesetzten Substraten beobachteten Spaltungen durch 
Leber und Niere von Fermenten katalysiert werden, die in ihrem Ge- 
samtwirkungsspektrum dem Chymotrypsin oder Kathepsin C zuzu- 
ordnen sind, oder ob noch Enzyme mit anders gearteten Spezifitaten, 


5 H.R. Gutmann u. J.S. Fruton, J. biol. Chemistry 174, 851 [1948]. 

6 J. L. Kaganowa u. V.N. Orekhowich, Ber. Akad. Wiss. UdSSR 111, 
158 [1956]. 

? F. Binkley, V. Alexander, F. E. Bell u. Ch. Lea, J. biol. Chemistry 
228, 559 [1957];S.S. Shippey u. F. Binkley, J. biol. Chemistry 230, 699 [1958]. 

8 F. Bergmann u. M. Wurzel, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 12, 
412 [1953]. 

9 J.T. Finkenstaedt, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 95, 302 [1957]. 
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die gegebenenfalls in den bisher gereinigten oder kristallisiert dar. | 
gestellten Fermenten keine Analoga besitzen, vorliegen. Untersuchungen 
in dieser Richtung fiir Leber und Niere anzustellen, wurde nahegelegt | 
durch Beobachtungen an der Lunge?®. 

In diesen Organen von Ratte und Rind konnten durch Extraktion 
mit 0,9proz. NaCl-Lésung und weitere Reinigungsverfahren zwei Pro- 
teinasen nachgewiesen werden, von denen die eine (I) mit einem px-Opti- 
mum im sauren Bereich Rinderhimoglobin und die oxydierte B-Kette 
des Insulins hydrolysierte, aber nicht die iiblicherweise zur Charakte- 
ristik der Endopeptidasen und einiger Exopeptidasen verwendeten syn- 
thetischen Substrate, jedoch einige Aminosiureester zu Aminosiurepoly- 
meren aufbaute. Offenbar wurden bei diesen Versuchen Dipeptidamide 
und -ester nicht eingesetzt. Die andere Proteinase (II) mit alkalisch 
liegendem pu-Optimum spaltete auBer Rinderhimoglobin auch die 
typischen Chymotrypsinsubstrate N-Acetyl-tyrosinamid und A-tyr-AE, 
wobei jedoch Hemmungen durch Inhibitoren, wie Diisopropylfluorphos- 
phat, p-Chlormercuri-benzoat usw., bei der Himoglobin- und A-tyr-AE- 
Spaltung nicht gleichsinnig wirkten?®. 

Es war deshalb das Ziel unserer Untersuchungen, iiber die nach- 
folgend berichtet wird, die enzymatische Aktivitit von nach gleichen 
Verfahren hergestellten Homogenaten aus Lebern und Nieren von Ratten 
und den Seren diezer Tiere gegeniiber einem typischen Chymotrypsin- 
substrat (A-tyr-AE), einem charakteristischen Kathepsin-C-Substrat 
(Gly-tyr-AE) und einigen Peptid- und Aminosiureestern (Gly-gly-AE, 
Tyr-AE, Phe-AE, Leu-ME, Gly-AE, Ala-AE und Arg-AE) in parallel 
laufenden Versuchen zu bestimmen und die Wirkungsbedingungen unter 
dem Einflu8 verschiedener Faktoren (pu-Anderungen, EinfluB von Akti- 
vatoren und Inhibitoren) zu priifen. Besondere Aufmerksamkeit wurde 
dabei auch der primaren Spaltungsstelle am Substrat und einer evtl. 
eintretenden Sekundirspaltung gewidmet, Fragen, die bisher nur ver- 
einzelt® fiir in Betracht kommende synthetische Endopeptidase-Sub- 
strate (z. B. Gly-tyr-AE) gepriift wurden. 

Die Ergebnisse von entsprechenden Untersuchungen an den aus 
den Organhomogenaten dargestellten Zellbestandteilfraktionen (Cyto- 
plasma, Mikrosomen, Mitochondrien, Kerne) unter Heranziehung weiterer 
Substrate seien der folgenden Mitteilung vorbehalten, um zuniichst Ge- 
legenheit zu nehmen, Versuche mit den gleichen oder ahnlichen Sub- 
straten, die von anderer Seite tiber das proteolytische System der Ratten- 
haut etwa zur Zeit des Abschlusses unserer Versuche mitgeteilt wurden", 
mit unseren Befunden an Leber und Niere der Ratte zu vergleichen. 


10 A.M. Dannenberg u. E.L.Smith, J. biol. Chemistry 215, 45 [1955]. 
u Ch. E. Martin u. A. E. Axelrod, Biochim. biophysica Acta [Amster- 
dam] 26, 490 [1957]; 30, 79 [1958]. 
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Methodik 


1. Analytische Verfahren 
Stickstoff-Bestimmung erfolgte nach Kjeldahl; EiweiB-N wurde aus der 
Differenz Gesamt-N — Rest-N (des mit Trichloressigsiure enteiweiBten Filtrats) 
bestimmt. Papierchromatographie erfolgte eindimensional aufsteigend unter Ver- 
wendung der jeweils erprobten Lésungsmittel; Papier Schleicher & Schiill 2043b. 


2. Substrate 

Aminosaureester: Tyr-AE wurde nach Fischer” aus L-Tyrosin und mit 

HCl gesatt. Alkohol dargestellt. Krist. aus Alkohol/Ather, Schmp. 166°. 
C,,H,;NO,- HCl (245,8) Ber. N5,70 Gef. N 5,81 

[x]?°: + 28,869 (c = 5,67, absol. Alkohol); [a]j): —6,8° (c = 3,0, Wasser); 

Lit.*: [a]: —8,3° (c = 2,0, Wasser). 

Die iibrigen verwendeten Aminosaureester Phe-AE, Ala-AE, Gly-AE, Arg-AE 
und Leu-ME wurden auf analoge Weise hergestellt. Neben dem Schmelzpunkt 
und dem Stickstoffwert wurde auch papierchromatographisch auf Reinheit gepriift. 

Dipeptidester: Gly-gly-AE wurde nach Fischer und Fourneau" dar- 
gestellt; Schmp. 181,5°. 

C,H,,N,0,°HCl (196,5) Ber. N 14,24 Gef. N 14,09 
Gly-tyr-AE: Die Synthese erfolgte nach 1. c. 1°16 aus Chloracetyl-L-tyrosin iiber 
Glycyl-L-tyrosin. Dieses wurde analog der Tyr-AE-Synthese verestert mit dem 
Unterschied, daB die Lésung nach dem HCl-Einleiten nur kurze Zeit (etwa 
25 Min.) auf dem Wasserbad erwarmt wurde. Krist. aus Alkohol/Ather, Schmp. 
235—236° (Zers.). 

C,3H,,N.0,° HCI (302,6) Ber. N9,26 Gef. N 9,35; 9,14 
[x}}: +16,2° (c = 2,0, Wasser). 

Lit.: [a]%: + 15,1° (c = 10,0, Wasser)!’; [«}: +17,1° (c = 2,0, Wasser); 
[~]5}: +16,2° (c = 2,0, Wasser)? fiir das Esteracetat. 


Die papierchromatographische Priifung ergab einen einheitlichen Fleck, der 
in Butanol/Kisessig/Wasser 4:1:5 einen R,-Wert von 0,60 bis 0,65 besaB. 

A-tyr-AE: Diese Verbindung wurde analog der Fischerschen Chloracetyl- 
L-tyrosin-athylester-Synthese!® in Anlehnung an die Angaben von Parks und 
Plaut!® durch Kupplung des freien L-Tyrosin-athylesters mit stéchiometrischen 
Mengen (berechnet auf Tyrosinester) von Acetanhydrid in Chloroform erhalten. 
Krist. aus Methanol/Wasser, Schmp. 79—80°. 

C,3H,,NO, (251,2) Ber. N5,58 Gef. N 5,58; 5,54 

[x]20: + 22,9° (c = 7,0, absol. Alkohol); Lit.19: [a]}>: + 24,6° (c = 7,0, absol. 

Alkohol). 
3. Fermentpraparationen 

Die Leber- und Nierenhomogenate wurden in der iiblichen Weise aus den 
entbluteten Organen mittels eines Glashomogenisators unter Verwendung von 
0,25m Rohrzuckerlésung hergestellt. Aus dem durch Herzpunktion gewonnenen 
Blut eines Versuchstieres konnten etwa 2 ml Serum gewonnen werden. 


12 EK. Fischer, Ber. dtsch. chem. Ges. 34, 433 [1901]. 
13 A.Shimomurau. J. B. Cohen, J. chem. Soc. [London] 119, 1823 [1921]. 
E. Fischer u. E. Fourneau, Ber. dtsch. chem. Ges. 34, 2868 [1901]. 
E. Abderhalden u. B. Oppler, diese Z. 58, 294 [1907]. 
E. Fischer, Ber. dtsch. chem. Ges. 37, 2486 [1904]. 
17 E. Fischer u. W. Schrauth, Liebigs Ann. Chem. 354, 21 [1907]. 

R. E. Parks u. G. W. E. Plaut, J. biol. Chemistry 208, 755 [1953]. 

D.S. Hognes u. C. Niemann, J. Amer. chem. Soc. 75, 884 [1953]. 
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4. Bestimmung der Esteraseaktivitaten 


Die Fermentaktivitatsbestimmungen mit den Homogenaten und dem Serum 
erfolgten unmittelbar nach ihrer Darstellung. 

Zur Ermittlung der Tyrosin-athylesterase-Aktivitat wurde nach 
einem im Institut eingearbeiteten Verfahren der quantitativen Papierchromato- 
graphie gearbeitet?°. Das nach 20 oder 40 Min. Bebriitungszeit bei 37,5° gebildete 
Tyrosin wurde bestimmt (Papiersorte: Schleicher & Schiill 2043b). Zu diesem 
Zweck wurden die eindimensional aufsteigend durch Butanol/Eisessig/Wasser 
4:1:5 aufgetrennten Reaktionsprodukte (verbliebener Tyr-AE und gebildetes 
Tyrosin) auf dem luftgetrockneten Bogen mit Ninhydrin entwickelt und die 
Tyrosinflecken zur photometrischen Bestimmung mit Kupfernitratlésung?! in den 
farbstabilen lachsroten Kupfer-Komplex iibergefihrt. 

Die’ Substrateigenhydrolyse lag beim px-Optimum -der Enzymwirkung 
zwischen 0 und 5%. Sie wurde bei der Ausmessung der Hauptwerte durch Gegen- 
schaltung des entsprechenden Kontrollwertes kompensiert. Naheres iiber die 
Durchfiihrung, Auswertung und Berechnung der mit Hilfe der quantitativen 
Papierchromatographie ausgefiihrten Versuche findet sich in einer der vorher- 
gehenden Arbeiten22. 4 

In der gleichen Weise wurde die Hydrolyse des Leu-ME, Phe-AE, Ala-AE 
und Gly-AE bestimmt. : 

Zur Verfolgung der Hydrolyse des Gly-tyr-AE wurde das nach Enzym- 
einwirkung verbliebene eingesetzte Substrat papierchromatographisch bestimmt, 
da die Spaltprodukte durch andere in der Organpraparation wirksame Enzyme 
eine sekundare Spaltung erfuhren und nachdem vorher durch papierchromato- 
graphische Analyse ermittelt war, daB die primare Reaktion die Esterspaltung 
war. Die Bebriitungszeit betrug 20 bis 40 Min. bei 37,5°. Die Substrateigenhydro- 
lyse betrug beim py-Optimum der Enzymwirkung 0—5% und konnte, da sie 


innerhalb der GréBenordnung der methodischen Fehlergrenze (+ 2,5%) liegt, 


unberiicksichtigt bleiben. 

Die chromatographische Entwicklung und das Anfarben der Peptidester- 
Flecken erfolgte wie bei der Tyrosinesterase-Bestimmung angegeben. Zur besseren 
Ausbildung der Flecken wurden lediglich die Entwicklungszeiten der Chromato- 
gramme um.l0 Min. verlangert. Die Verwendung von Butanol/Eisessig/Wasser 
4:1:5 erlaubte eine gute Trennung des Gly-tyr-AE von seinen méglichen primaren 
oder sekundaren Spaltprodukten (Tyr-AE, Glycyl-tyrosin, Tyrosin und Glycin). 

Zur quantitativen Gly-tyr-AE-Bestimmung wurden zuniachst Eichkurven 
mit Ansatzen, die 0O—90% Spaltung entsprachen, aufgestellt. Dabei ergab sich die 
Giiltigkeit des Lambert-Beerschen Gesetzes fiir den Dipeptidester. Aus praktischen 
Griinden wurden auf jedem Bogen zwei Standardwerte, die 100% an eingesetztem 
Substrat (= 0% Substratspaltung, #,) entsprachen, mitgefiihrt. 

Die prozentuale Hydrolyse konnte daher nach folgender Formel berechnet 
werden (H = Extinktion des Verdauungswertes) : 

% Hydrolyse = 100 — 100 x E/E). 


Aus der prozentualen Spaltung wurde, wie |. c. 2? angegeben, die Spaltungs- 
oder Hydrolysenrate erhalten. : iA 

Auf analoge Weise wurden Gly-gly-AE und Arg-AE bestimmt, da die zu 
erwartenden Spaltprodukte beider Substrate eine sekundire Hydrolyse oder wei- 
ceren Abbau erfahren. ‘ 

Die Spaltung von A-tyr-AE wurde mit der papierchromatographischen 
Diazomethode bestimmt. Das elektrometrische Titrationsverfahren von Schwert 


20 R. J. Haschen, Pharmazie 9, 824 (1954); derselbe, Clin. chim. Acta 1, 242 
[1956]. 

21 K. Kawerau u. Th. Wieland, Nature [London] 168, 77 [1951]. 

22 H. Hanson, W. Blech, P. Hermann u. R. Kleine, diese Z. 315, 181 
[1959]. 
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und Mitarbeitern®* erwies sich zur Bestimmung der A-tyr-AE-Hydrolyse durch 
Organhomogenat als ungeeignet, da die zur Lésung der gréBeren Substratmenge 
erforderliche héhere Alkoholkonzentration die Enzymaktivitat hemmt. Die Hy- 
droxamsauremethode nach Hestrin™ wiederum ergab wegen niedrig zu haltender 
Substratkonzentration zu geringe Farbintensitét des zu messenden Eisen(III)- 
Hydroxamsaurekomplexes. Mit der papierchromatographischen Diazomethode 
wurden jedoch mit 1,0—2,5% unvergalltem Athanol und 0,01m Substratkonzen- 
tration im Ansatz reproduzierbare Ergebnisse erzielt. Das Verfahren erlaubt auch 
bei Verwendung von rohem Organhomogenat als Fermentquelle eine getrennte 
Bestimmung des A-tyr-AE und seines Spaltproduktes, Acetyltyrosin. Zu diesem 
Zweck wurden analog der Aminosdureesterase-Bestimmung aliquote Teile der 
Ansatze auf Schleicher & Schiill-Papier 2043b aufgetragen und das nach Enzym- 
einwirkung verbliebene Substrat vom gebildeten Acetyltyrosin in Butanol/Kis- 
essig/Wasser 4:1:5 nach etwa 12stiindiger Laufzeit aufgetrennt (Ry-Werte: 
A-tyr-AE 0,9—0,95; Acetyltyrosin 0,80). Das Entwickeln der Flecken erfolgte 
durch Bespriihen des Bogens mit dem Diazoreagenz, das 25 mg Diazoniumsalz 
der Sulfanilsiure in 10 ml 10proz. Na,CO,-Lésung enthielt. Die rotgefarbten 
A-tyr-AE-Flecke wurden ausgeschnitten, mit Wasser eluiert und im Pulfrich- 
Photometer beim Absorptionsmaximum von 500 mu oder im Havemann-Kolori- 
meter bei 495 mu gegen einen Papierleerwert gemessen. 

Die Auswertung der Versuche erfolgte in der fiir den Glycyl-tyrosin-ester 
beschriebenen Weise. 

Die Zusammensetzung der Bebriitungsansatze wurde in allen Ver- 
suchen einheitlich gestaltet: Ansatzvolumen 1 m/l, Substratkonzentration 0,01m 
= 10 uMol Substrat/Ansatz*: 0,20 ml Organpraparation; 0,55 ml 0,lm Veronal- 
natriumpuffer, py 8,3 bzw. 7,5 (fiir Gly-tyr-AE); 0,25 ml 0,04m Substratstamm- 
lésung. Im entsprechend hergestellten Substratkontroll- bzw. Standard-Ansatz 
war lediglich die Organpraiparation durch dest. Wasser ersetzt. 

In den Standardansétzen mit prozentualen Spaltungsgemischen (zur Auf- 
stellung von Eichkurven) wurden 0,25 mi der entsprechend verdiinnten Substrat- 
stammlésung zum Ansatz gegeben. Eine eventuell auftretende Substrateigenhydro- 
lyse wurde durch die stets auf den Bégen mitgefiihrten und ausgewerteten Stan- 
dardwerte erfaBt und eliminiert. Die Inkubationen wurden beim pq-Optimum der 
jeweiligen Esterasewirkung durchgefiihrt. In den Versuchen zur Ermittlung des 
pu-Optimums fanden der Veronalacetatpuffer nach Michaelis?®, py 3,5 bis 9,0, 
und im Bereich von px 8,5 bis 10,0 der Natriumborat-NaOH-Puffer Verwendung. 
Samtliche Esteraseaktivitaten sind, soweit nicht besonders vermerkt, in Form 
der Hydrolysenrate (uMol gespaltenes Substrat (bei A-tyr-AE, Gly-tyr-AE und 
Gly-gly-AE) oder »Mol gebildete Aminosiure (bei den Aminosiureestern), be- 
zogen auf 1 mg EiweiBstickstoff der Fermentpraparation und auf 60 Min. an- 
gegeben. 


5. Zusatze 


a) Inhibitoren: Neben den klassischen Esteraseinhibitoren Atoxyl, NaF 
und Chinin (als Hydrochlorid), kamen zwei spezifische Chymotrypsinhemmer, 
Hydrozimtsiure und Benzoyl-pL-phenylalanin, zur Anwendung. Letzteres wurde 
durch direkte Benzoylierung der freien Aminosdéure in Gegenwart von NaHCO, 
und anschlieBendes Ansauern in 90proz. Ausbeute d. Th. erhalten (Schmp. 186°; 
die N-Analyse lieferte den theoret. Wert von 5,20%). Alle anderen Substanzen 
waren Handelspraparate. 


23 G. W. Schwert, H. Neurath, S. Kaufman u. J. E.Snoke, J. biol. 
Chemistry 172, 221 [1948]. 
24 §. Hestrin, J. biol. Chemistry 180, 249 [1949]. 
* Beim Ala-AE bezogen auf die L-Komponente. 
25 L. Michaelis, Biochem. Z. 284, 139 [1931]. 
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b) Metallionen: Mn”, Co®®, Ni?® und Zn®® kamen als Chloride, Mg?® und 
Ca®® als Carbonate, aus denen sie durch Zugabe der berechneten Menge Salzsaure 
freigesetzt wurden, zur Verwendung. 

Die waBr. Inhibitor- und Metallsalzlésungen wurden auf py 7 (Benzoyi- 
pL-phenylalanin auf 7,5) korrigiert. 

Konzentration an Inhibitor 0,02—0,001m, an Metallionen 0,01—0,0001m im 
Ansatz. Der Zusatz betrug stets 0,1 ml. 

Zur maximalen Entfaltung der Inhibitorwirkung wurden méglichst lange 
Bebriitungszeiten gewahlt (Tyr-AE: 40, A-tyr-AE: 60, Gly-tyr-AE: 30 Min. bei 
37,5°). Beim labileren Gly-tyr-AE wurden die Fermentpraparationen 30 Min. bei 
Zimmertemperatur mit dem Inhibitor prainkubiert. 

Als Vergleich liefen stets zwei Normalwerte unter gleichen Bedingungen 
(dest: Wasser an Stelle eines obiger Zusiitze) und bei den Versuchen mit Metall- 
salzen zusitzlich ein Kontrollwert (dest. Wasser an Stelle von Ferment) zur 
Korrektur des Metallsalzeffektes auf das Substrat mit. 


Ergebnisse 
1. Aminosdureesterase-Aktivitiat 
Fiir simtliche Aminosiureester ergab sich ein einheitlicher py- 
Kurvenverlauf sowohl mit Leber und Niere als auch mit Serum als 
Fermentquelle mit einem Optimum zwischen px 7,9 und 8,3. Als Beispiel 
sind in Abb. 1 die pa-Kurven fiir die Spaltung eines charakteristischen 
Substrates, Tyr-AE, wiedergegeben. 
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Abb. 1. pq-Kurven der Esteraseaktivitaten von Serum, Leber und Niere gegeniiber 
Glycyl-L-tyrosin-athylester (GTAE), N-Acetyl-t-tyrosin-athylester (ATAE) und 
L-Tyrosinathylester (TAE). GTAE und ATAE werden in dem dargestellten pq- 
Bereich durch Niere nicht verseift. 
Ordinaten: Mol gespaltenes Substrat (bei GTAE und ATAE) bzw. gebildetes 
Tyrosin (bei TAE)/m/ unverdiinntes Serum in 60 Min.; baw. Hydrolysenrate 
(«Mol gespaltenes Substrat (bei GTAE und ATAE) bzw. gebildetes Tyrosin (bei 
TAE)/mg EiweiB-N und 60 Min.). 
Substratkonzentration: 0,01m; Ansatzvolumen: 1 mil (Naheres s. Methodik S. 213). 
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Tab. 1 fat die Ergebnisse der Aminosiureesterase-Aktivitats- 
bestimmungen von Leber, Niere und Serum zusammen. Die weitaus 
stiirkste Hydrolyse durch alle drei Organpraparationen erfahren die aro- 
matischen Aminosiiureester, Tyr-AE und Phe-AE. Im Vergleich zur 
schwicheren Gly-AE-Hydrolyse durch die drei genannten Organpripa- 
rationen werden Ala-AE sowie Leu-ME (mit Ausnahme von Serum) auf- 
fallend stark gespalten, wogegen Arg-AE von den untersuchten Amino- 
siureestern am schwichsten verseift wird. 

Die folgenden Untersuchungen wurden mit Tyr-AE, einem der 
giinstigsten Substrate, durchgefiihrt. 


Tab. 1. Spaltbarkeit von Aminosaureestern durch Leber, Niere und Serum der Ratte. 

Durchschnittswerte von mehreren Tieren. Substratkonzentration 0,01m in 1 ml 

Ansatz; Naheres s. Methodik; Aktivitaétsangabe in Form der Hydrolysenrate 
(uMol gebildete Aminosaure/mg EiweiB-N und 60 Min. bei 37,5°). 














Leber Niere Serum 
Hydrolysen- | Hydrolysen- | Serum- | Hydrolysen- 
Substrat | Min. rate rate ver- rate* PH 
Mittel |"x'"°™| Mittel [Pxtrem™| diinnung | Mittel "xttne 

i 414 a a 

Tyr-AE 20 | 328 250 300 244 1:3u.1:6} 11,3 8.4 8,1+0,1 
. 490 en F 30,3 
Phe-AE 20 430 389 445 405 1:3u.1:6] 24,3 18.5 8,1+0,1 

219 86 . y 3,5 
Leu-ME 20 164 ill 82 78 1:3a. 1:6] | 3,3 21 8,1+0,1 
x 272 99 15,5 ; 

- 9 5 9 ; YD lrg. 
Ala-AE 20 | 253 231 82 65 1:4 12,6 11.0 7,8+0,1 
i 28,5 OF) 4: Seas 
Gly-AE 60 18,7 12.7 19 11.5 1:2 5,6 25 7,8+0,2 

nil 7,1 13,6 2,6 
Arg-AE 60 4,6 28 10 6.4 1:2 2,2 18 7,8+0,1 





























* Die Angabe der Serumaktivitit als Hydrolysenrate wurde lediglich aus Griinden der besseren 
Vergleichbarkeit mit der Leber- und Nierenaktivitit gewihlt. Aus fiinf Bestimmungen des EiweiB- 
stickstoffs mit Normalserum wurde ein durchschnittlicher Wert von 10,2 mg/m/ unverdiinntes Serum 
gefunden. 


EinfluB von Esteraseinhibitoren: Wie aus Abb. 2a hervor- 
geht, bringen Atoxyl und NaF (0,01m) die Leber- und Nierenesterase 
vollig zum Erliegen (90—100% Hemmunz), zum Unterschied zu der des 
Serums, die nur halb so empfindlich ist (45% Hemmung). Chinin 
(0,005m) hemmt die Leber- und Nierenesterase nur zu 25—30%, die des 
Serums dagegen zwischen 60 und 80%! Von den spezifischen Chymo- 
trypsininhibitoren konnte lediglich mit Benzoyl-DL-phenylalanin, nicht 
mit Hydrozimtsiure, eine geringe (etwa 10%) Hemmung der Leber-, 
Nieren- und Serumaktivitit erzielt werden. 
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Abb. 2. Beeinflussung der Esteraseaktivitat von Leber, Niere und Serum der Ratte 
gegeniiber a) L-Tyrosin-athylester, b) Glycyl-L-tyrosin-athylester und c) N-Acety]- 
L-tyrosin-athylester durch Esterase-Inhibitoren. 

HZS = Hydrozimtsiure; Bz-Phe = Benzoyl-pi-Phenylalanin; die Zahlen unter 
den Saéulen geben Mol Inhibitor im 1-ml-Ansatz an. Aktivitétsangabe in % des 
jeweiligen Normalwertes (in Parallelbestimmungen ermittelt). Zusammensetzung 
der Bebriitungsansatze s. Methodik S. 213. 
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MetallioneneinfluB: Mit keinem der sechs eingesetzten bivalenten 
Metallionen wurde eine Esteraseaktivierung iiber 20° erhalten. Geringe, 
zwischen 10 und 20% liegende Aktivitiitssteigerungen waren mit Mn*° 
in Leber (L), Niere (N) und Serum (S), Ca?® (L, N, S), Mg?@ (S) und 
Co®® (L) festzustellen. 


2. Esteraseaktivitat gegentiber Dipeptidestern 
und N-Acetyl-L-tyrosin-aithylester 
a) Hydrolyse von Glycyl-L-tyrosin-aithylester: Dieses 
Substrat wurde sowohl durch Leber und Serum als auch durch Niere 
gespalten. Die Anwendung der Papierchromatographie erméglichte den 
wichtigen Befund, daB Gly-tyr-AE durch Niere anders als durch Leber 
und Serum hydrolysiert wird. Wie aus Abb. 3 ersichtlich ist, wird Gly- 
tyr-AE durch Leber und Serum im Endeffekt in Glycin und Tyrosin 























= TAE 
"|@ @@ & Ox 
05 

1 @ @ a.” 

03 

02} <2 © GB oe! é 

Of 











TAE 
GTAE GTAE- *Leber *Niere +Serum 
M es Standard 


Abb. 3. Papierchromatographische Auftrennung der Spaltungsansatze von Glycyl- 

L-tyrosinathylester (GTAE) mit Leber, Niere bzw. Serum als Fermentquelle. Auf- 

steigend in n-Butanol/EHisessig/Wasser 4:1:5; Inkubation 20 Min bei py 7,3. 

TAE = t-Tyrosinathylester; GI = Glycyl-t-tyrosin; G = Glycin; T = L-Tyrosin; 

GTAE-Standard = Substratkontrollansatz; ©M = Misch-Chromatogramm der 
GTAE-Hydrolyseprodukte. 


zerlegt. Diese Endprodukte kénnen entweder durch primire estero- 
lytische oder durch primiire aminopeptidatische Gly-tyr-AE-Spaltung 
entstehen: 
Dipeptid-Esterase 
a ad 
Gly-tyr-AE— > Glycin + Tyrosin 


— Glycyl-tyrosin Ee 4 


Aminosaure- : 


Esterase 





—+Glycin + Tyr-AE 


" Aminopeptidase 
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Leber und Serum spalten primir die Esterbindung von Gly-tyr-AL, 
wie sich 1. durch die primire Glycyl-tyrosin-Bildung (Auftrennung von 
Glveyl-tyrosin und Tyrosin im Propano]/Eisessig/Wasser-Gemisch 6:1 :2) 
und 2. durch das Fehlen des Tyr-AE wihrend der Hydrolyse zeigen 
lie8. Auch Zugabe von Atoxyl, das die Tyr-AE-Spaltung durch Leber 
und Niere vollstindig inhibiert (Abb. 2a), die Esterolyse von Gly-tyr-AE 
durch Leber jedoch nur wenig beeinflu&t (Abb. 2b), lieB keinen Tyr-AE 
in Erscheinung treten. 

Im Gegensatz zu Leber und Serum zeigt die Niere eine ausgeprigte 
aminopeptidatische Gly-tyr-AE-Spaltung, erkenntlich am Auftreten von 
Tyr-AE und Glycin (s. Abb. 3). Auffallig ist, daB der gebildete Tyr-AE 
erst nach 100proz. Hydrolyse des Gly-tyr-AE durch die hochwirksame 
Aminosiureesterase deutlich verseift wird. 

b) Hydrolyse von Glycyl-glycin-aithylester: Zur néaheren 
Charakterisierung der Substratspezifitat der Gly-tyr-AEase-Wirkung 
wurde Gly-gly-AE, in dem der fiir die Kathepsin-C-Wirkung unerlaBliche 
aromatische Rest fehlt, mit untersucht. Es ergab sich der gleiche Spal- 
tungsmodus, wie er fiir Gly-tyr-AE geschildert wurde, d. h. esterolytische 


Spaltung des Gly-gly-AE durch Leber und Serum und aminopeptidatische | 


Spaltung durch Niere. 

ec) Hydrolyse von N-Acetyl-L-tyrosin-aithylester: Mit 
diesem typischen Chymotrypsinsubstrat lieB sich nur in Leber und 
Serum eine Esterspaltung nachweisen. Nierengewebe vermochte A-tyr-AE 
auch nach laingeren Bebriitungszeiten (120 und 180 Min.) nicht anzu- 
greifen. 

Die po-Optima fiir Gly-tyr-AE und A-tyr-AE sind aus 
den Kurven der Abb. 1 zu ersehen und betragen bei der Gly-tyr-AE- 
Hydrolyse 7,0—7,5, bei der A-tyr-AE-Hydrolyse 8,0—8,3. Die pa-Kurven 
vermitteln gleichzeitig einen Eindruck iiber die unterschiedliche Aktivitiit 
der Priiparationen gegeniiber den einzelnen Estersubstraten. 


Tab. 2. Esteraseaktivitat von Leber und Serum der Ratte gegeniiber Glycyl-t- 
tyrosin-athylester, Glycyl-glycin-athylester und N-Acetyl-L-tyrosin-athylester. 
Vgl. Legende zu Tab. 1. Hydrolysenrate in Mol verseiftes Substrat/mg EiweiB-N 

















und 60 Min. 
Leber Serum 
Hydrolysen- Serum- | Hydrolysen- 
Substrat | Min. rate Min. ver- rate* PH 

Mittel |Pxtrem diinnung | Mittel [Extrem 
Gly-tyr- 78,0 9 ; 68 ane 
AR 20 u. 40] 64,4 BLS 20 1:10 | 63,0 | 59 7,1+0,2 
Gly-gly- > 53,4 ey ; 9 3,2 9 
AE 30 u. 40} 42,4 34.7 40 1:2u.1:4| 4,2 51 7,1+0,2 
A-tyr-AE | 30 u. 60} 11,1 aa 20 u.30 |1:8u.1:12] 37,5 ae 8,1 0,1 




















* Vgl. Anm. zu Tab. 1. 
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Die Ergebnisse der Esterase-Aktivititsbestimmungen gegeniiber den 
Dipeptidestern und A-tyr-AE sind in Tab. 2 zusammengefaBt. Danach 
erfiibrt Gly-tyr-AE sowohl von der Leber als auch vom Serum die stirkste 
Aufspaltung. A-tyr-AE wird besonders durch Serum intensiv hydro- 
lysiert. Auffallend niedrig ist die Gly-gly-AE-Spaltung durch Serum. 

Beim Vergleich der Tyr-AE- und Gly-tyr-AE-Hydrolyse (s. Tab. 1 
und 2) kommt die weit stiirkere Aminosiureesterase-Aktivitaét neben der- 
jenigen in der Leber (Tyr-AE:Gly-tyr-AE = 5:1) besonders in der Niere 
zum Ausdruck, da in diesem Organ die Dipeptidester-spaltende Aktivitat 
unter den angegebenen Versuchsbedingungen nicht nachweisbar ist. 
Lediglich Serum verseift sowohl Gly-tyr-AE (6fach) als auch A-tyr-AE 
(3fach) starker als Tyr-AE. 

Einflu8 von Esteraseinhibitoren auf Gly-tyr-AE und 
A-tyr-AE: 

Die Ergebnisse sind in Abb. 2b und ec dargestellt. Es besteht eine 
im Vergleich zu Tyr-AE relative Resistenz gegeniiber Atoxyl und NaF 
bei Gly-tyr-AE und A-tyr-AE und eine deutliche Chininempfindlichkeit 
der A-tyr-AE-Spaltung im Serum, weniger ausgesprochen in der Leber; 
die Gly-tyr-AE-Esterolyse in der Leber ist chininresistent, die des Serums 
zeigt eine Hemmung. 


Diskussion 


Gegen die Annahme, da8 die Spaltungen von A-tyr-AE und Tyr-AE 
durch ein und dasselbe Ferment, das mit Chymotrypsin homospezifisch 
ist, katalysiert werden, sprechen die Befunde, daB A-tyr-AE durch Ge- 
samthomogenate der Niere iiberhaupt nicht, durch Leber in einer gegen- 
iiber Atoxyl, NaF, Hydrozimtsaiure und Benzoyl-DL-phenylalanin nahezu 
unempfindlichen Reaktion verseift wird, da8 dagegen Tyr-AE, Phe-AE 
und andere freie Aminosiureester sowohl durch Niere wie Leber bei 
starker Hemmung der Spaltung durch Atoxyl und NaF und bei Indiffe- 
renz gegeniiber Hydrozimtsiure und Benzoyl-DL-phenylalanin hydro- 
lysiert werden. Weiterhin mu8 angenommen werden, dai Substrate, 
die durch Kathepsin C der Milz gespalten werden, in anderen Organen 
auch durch Enzyme, die mit Kathepsin C der Milz nicht homospezifisch 
sind, hydrolysiert werden kénnen. Dies folgt aus der starken, etwa gleich 
hohen, gegen Atoxyl und NaF sehr empfindlichen Spaltung von Tyr-AE 
durch Leber und Niere — Kathepsin C der Milz verseift diese Verbin- 
dung nur maéBig —, ferner aus der im Vergleich dazu geringeren estero- 
lytischen, gegen Atoxyl und NaF resistenten Spaltung des typischen 
Kathepsin-C-Substrates Gly-tyr-AE durch Leber und seiner nicht nach- 
weisbaren Esterolyse durch Nierengesamthomogenat. Auf jeden Fall er- 
scheint es deshalb zunichst zweckmiBig, Aminosiureesterasen der Organe 
von einer Dipeptidesterase-Wirkung zu unterscheiden und diese Ferment- 
wirkungen, die nach unseren Versuchen an Leber und Niere der Ratte 
keineswegs gleiches Verhalten in bezug auf Vorkommen und py-Optimum 
sowie gegeniiber Effektoren zeigen, nicht a priori Enzymen vom Typ 
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des Chymotrypsins oder Kathepsin C zuzuschreiben. Vielmehr weisen 
die Befunde iiber die unterschiedliche Hemmbarkeit der Aminosiure. 
esterase-Wirkung der Leber und Niere einerseits und der des Serums 
andererseits durch die klassischen Esteraseinhibitoren (Atoxyl, NaF und 
Chinin) auf Beziehungen zur Leber- bzw. Serumesterase hin®®, 

Analoge SchluBfolgerungen hinsichtlich der Zuordnung von Gewebs- 
fermenten, die Chymotrypsin- bzw. Kathepsin-C-Substrate spalten, sowie 
in bezug auf die Annahme mehrerer Aminosiure- und Dipeptidesterasen 
sind aus den Untersuchungen an proteolytischen Systemen der Ratten- 
haut zu ziehen™. Auch hier war es méglich, Fermentwirkungen mit brei- 
terem Wirkungsspektrum, als sie dem Kathepsin C bzw. Chymotrypsin 
zukommen, zu unterscheiden und deutlich voneinander trennbare Pro- 
teinasen, die neben Casein acylierte und nicht acylierte Aminosiiure- 


und Dipeptidester hydrolysieren, von einem Enzym A,, das die Ester- | 


substrate mit Ausnahme von freiem Aminosiureester (Tyr-AE) verseift, 
zu differenzieren. Andererseits lieB sich fiir eine A,-Esterase-Praparation 
der Rattenhaut als Charakteristikum eine Aktivitat gegeniiber Tyr-AE 
und Phe-AE und Inaktivitat gegeniiber A-tyr-AE nachweisen, wobei 
zunachst unklar bleibt, ob beobachtete Spaltungen von Glycyl-L-tyrosin- 
methylester, DL-Serin-ithylester und Tosyl-L-arginin-athylester der 
Wirkung des gleichen oder einem anderen enthaltenen Enzym zuzu- 
sprechen sind. 

Jedenfalls lassen die mitgeteilten und erérterten Beobachtungen 
vermuten, daB man der Vielfalt der proteolytischen Gewebsenzym- 
wirkungen durch eine Klassifizierung allein nach den Gesichtspunkten 
der Spezifitaét von kristallisierten Verdauungsenzymen oder einiger, nur 
aus bestimmten Organen gereinigt dargestellter Gewebsproteasen nicht 
gerecht wird. 


Zusammenfassung 


Es wird iiber das Vorkommen und die Aktivitaten von Aminosiure- 
und Dipeptidester spaltenden Enzymen in Leber- und Nierenhomogenat 
und Serum der Ratte berichtet. 

Auf Grund der papierchromatographisch nachgewiesenen, qualitativ 
und quantitativ verschiedenen Esteraseaktivititen sowie der Wirkung 
von Metallionen und Esteraseinhibitoren lassen sich zwei Esterase- 
wirkungen unterscheiden: 

1. Eine ,,Aminosiureesterase“, die bevorzugt aromatische Amino- 
siureester (L-Tyrosin- und L-Phenylalanin-athylester) und in geringerem 
MaBe DL-Alanin-aithyl- und L-Leucin-methylester bei py 7,8—8,0 (fiir 
Serum) und px 8,0—8,3 (fiir Leber und Niere) optimal spaltet. Die Leber- 
und Nierenesterase-Wirkung ist stark empfindlich gegen Atoxyl und 
NaF, die des Serums gegen Chinin. 


26 P. Rona u. R. Pavlovic, Biochem. Z. 180, 225 [1922]. 
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2. Eine ,,Dipeptidesterase“, die Glycyl-L-tyrosin- und Glycyl- 
glycin-aéthylester bei px 7,0—7,5 maximal verseift, findet sich in der 
Leber und im Serum, ist jedoch unter den gewihlten Versuchsbedin- 
gungen in der Niere nicht nachweisbar. Im Vergleich zur Aminosiure- 
esterase-Wirkung ist sie relativ unempfindlich gegen Atoxyl und NaF; 
Chinin wirkt nur im Serum hemmend. 

Acetyl-L-tyrosin-aithylester wird ebenfalls nur durch Leber und 
Serum, nicht durch Niere verseift (pH-Optimum 8,0—8,3). Atoxyl und 
NaF haben keinen deutlichen EinfluB. Chinin hemmt stark die Hydro- 
lyse dieses Esters durch Serum. 


Summary 


The occurrence and activities of amino acid- and dipeptide-ester 
splitting enzymes in liver and kidney homogenate and serum of rats 
are reported. 

On the basis of the qualitatively and quantitatively different 
esterase activities demonstrated by paper chromatography and the action 
of metal ions and esterase inhibitors, two esterase activities may be 
distinguished : 

1. An ,,amino acid esterase‘‘, which splits preferentially aromatic 
amino acid esters (ethyl esters of L-tyrosine and L-phenylalanine) and 
to a lesser extent the ethyl ester of DL-alanine and the methyl ester 
of L-leucine with a pa optimum of 7.8—8.0 (for serum) and 8.0—8.3 
(for liver and kidney). The liver and kidney esterase activity is very 
sensitive towards atoxyl and NaF and the serum activity is sensitive 
towards quinine. 

2. A ,,dipeptide esterase“‘, which splits glycyl-L-tyrosine- and glycy]- 
glycine-ethyl ester maximally at px 7.0—7.5 is found in liver and serum, 
but, under the conditions used here, not in kidney. Compared with 
the amino acid esterase, it is relatively insentive towards atoxyl and 
NaF. Quinine inhibits only the serum activity. 

Acetyl-L-tyrosine-ethyl ester is also saponified by liver and serum 
and not by kidney (px optimum 8.0—8.3); atoxyl and NaF have no signi- 
ficant effect and the hydrolysis of this ester by serum is strongly 
inhibited by quinine. 
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Abtrennung von Fluorwasserstoff 
durch Diffusion und Mikroanalyse von Fluorid 
Von | 
Hermann Stegemann und Georg Friedrich Jung | 


Aus der Arbeitsgemeinschaft Silikoseforschung 


der Medizinischen Forschungsanstalt der Max-Planck-Gesellschaft, Géttingen 





(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Mirz 1959) 

Die groBe Bedeutung genauer Fluoridanalysen geht aus der standig 
wachsenden Literatur tiber Fluor und seine Verbindungen hervor. Eine 
besondere Rolle kommt ihm in der Reaktortechnik, in der Kunststoff- 
Industrie sowie in der Biochemie und Medizin zu. Aus diesem Grund | 
sind gute Zusammenfassungen erschienen, die teils mehr die Analytik', 
teils mehr die Biochemie und Physiologie* des Fluors behandeln. 

Zur Klarung biochemischer Fragestellungen steht die quantitative 
Erfassung sehr kleiner Fluoridmengen im Vordergrund. Uns interessierte 
in diesem Zusammenhang vor allem die Mineralanalyse des Knochens 
nach dem Formamid-AufschluB*, die im einzelnen in einer weiteren | 
Arbeit behandelt werden wird. 

Obwohl seit dem 19. Jahrhundert Fluorbestimmungen in biologi- 
schem Material durchgefiihrt* und eine Vielzahl von Methoden ver- 
6ffentlicht worden sind!, glauben wir, daB das Problem noch nicht 
gelost ist. 

Eine Fluoranalyse besteht aus drei Teilschritten, von denen jeder 
mit prinzipiellen Schwierigkeiten verbunden ist: 1. Veraschung des 


organischen Materials und Uberfiihrung in das Fluoridion, 2. Abtren- | 


nung des Fluorids von st6érenden Ionen und 3. Bestimmung des mehr 
oder weniger weitgehend isolierten Fluorids. 


Die Veraschung biologisch vorkommender Stoffe wird meist in 
Platintiegeln bei definierter Temperatur vorgenommen®*, Um Verluste 
zu vermeiden, darf die Temperatur nicht tiber 600° gesteigert werden. 
Dariiber hinaus setzt man die Oxyde oder Acetate des Calciums oder 


1 F. E. McKenna, Nucleonics 8, Heft 6, 24 [1951]; 9, Heft 1, 40 [1951]; 
9, Heft 2, 51 [1951]; hier auch Literatur bis 1950. 

2 G. Bredemann, Biochemie und Physiologie des Fluors, 2. Auf]. Akademie- 
Verlag Berlin 1956. 

3 K. Thomas u. H. Stegemann, Beitr. Silikoseforsch., Heft 28 [1954]. 

4S. Gabriel, diese Z. 18, 257 [1894]. 

> H. D. Cremer u. W. Voelker, Biochem. Z. 324, 89 [1953]. 
6 L. Singer u. W. D. Armstrong, Analytic. Chem. 31, 105 [1959]. 
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Magnesiums zu, um Fluorid zu fixieren’. Wir bevorzugen kéufliches 
Magnesiumacetat wegen seines geringen Fluoridgehaltes. 

Zur Abtrennung des Fluorids von Begleitsubstanzen tiberwiegen 
in der Literatur die Verfahren, nach denen das Fluor in Form niedrig 
siedender Verbindungen wie Siliciumtetrafluorid bzw. Kieselfluorwasser- 
stoffsiure bei Temperaturen tiber 100° abdestilliert wird. Die quantita- 
tive Uberfiihrung gelang jedoch erst Willard und Winter’, deren 
Methode mehrfach verbessert (vgl. z.B. 1. c.%1°) und vielfach ange- 
wandt wurde. Die Nachteile liegen in dem groBen apparativen Auf- 
wand ®, da die Destillationstemperatur genau eingehalten werden muB, 
in dem immer wieder beobachteten MitreiBen von Phosphor- oder Per- 
chlorsiure und in der nicht ungefahrlichen Handhabung heiBer Per- 
chlorséure. Wohl bedingt durch den relativ hohen Siedepunkt des Fluor- 
wasserstoffs (+ 19°) gibt es unseres Wissens nur wenige Arbeiten, die 
auf einem anderen Trennprinzip beruhen. Das eine — Abtrennung 
durch Ionenaustausch™ — war in unserer Hand nicht erfolgreich. Das 
andere Prinzip — Diffusion von Fluorwasserstoff!® 1% — hat sich nicht 
durchgesetzt bzw. ist von den Autoren selbst wieder verlassen worden®. 
Trotzdem schien uns gerade das Austreiben von Fluorwasserstoff und 
dessen Adsorption an alkalische Trager besonders aussichtsreich. 

Bei experimenteller Uberpriifung der Methode von Singer und Arm- 
strong!’ muB man einwenden, daf der alkalische Rezeptor mit Perchlorsdure in 
Beriihrung steht und ein in die Saure eingetauchter Streifen abgeschnitten werden 
muB. Schon geringer SaureiiberschuB bei der spaiteren Bestimmung tauscht einen 
zu geringen Fluoridgehalt vor. Ferner halten wir das ganze Rezeptorsystem fiir 
ungeeignet und umstiandlich. Auch der Diffusionsraum ist fiir eine relativ hoch- 
siedende Substanz recht groB. 

Die Erfahrungen, die wir mit Fluorwasserstoff- und mit Diffusions- 
Apparaturen!4 sammeln konnten, tibertrugen wir auf dieses Problem 
und schenkten vor allem dem Rezeptor fiir Fluorwasserstoff unsere 
Aufmerksamkeit. 

Es war zu fordern, da dieser nicht mit der Perchlorsdure in Be- 
rihrung kommt, und daB der Rezeptor méglichst wenig Natronlauge 
auf groBer Oberflache tragt, um nach der Diffusion und Neutralisation 





7 Th. v. Fellenberg, Mitt. Lebensmitteluntersuch. Hyg. [Bern] 42, 158 
[1951], zitiert nach 1. c.?. 

8 H. H. Willard u. O. B. Winter, Ind. Engng. Chem., analyt. Edit. 5, 7 
[1933]. 

® O. B. Winter u. L. Butler, J. Assoc. off. agric. Chemists 16, 105 [1933]; 
W. H. Willard, T. Toribara u. L. Holland, Analytic. Chem. 19, 343 [1947], 
zitiert nach |.c.2; W. B. Estill u. L. C. Mosie, Analytic. Chem. 27, 1669 [1955]. 

10 J.Somachson, N.Sloviku. A. E.Sobel, Analytic. Chem. 29, 1888 [1957]. 

1H. M. Nielsen, Analytic. Chem. 30, 1009 [1958]. 

2 A. Gautier u. P.Clausmann, Bull. Soc. chim. France 11, 872 [1912], 
zitiert nach 1. ¢.18, 

18 L. Singer u. W. D. Armstrong, Analytic. Chem. 26, 904 [1954]. 

14H. Stegemann, Z. analyt. Chem. 154, 267 [1957]; H. Stegemann, diese 
Z. 312, 255 [1958]. 
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eine niedrige Neutralsalzkonzentration und einen exakten pa-Wert 1 


einhalten zu kénnen. Dazu geniigt im Gegensatz zu der Meinung) 
mancher Autoren?’ Salzsiure nicht. Ein mit Natronlauge getrankter| 


Streifen aus Polyvinylchlorid-Papier, das in einem kleinen, auf Spitzen 
stehenden Ring aus Polyathylen steckt, erfiillte den Zweck in einfacher 
und ausreichender Weise. Der Streifen enthalt etwa zehnmal so viel 
Natronlauge, wie zur Neutralisation des Maximalwertes von Fluor. 
wasserstoff notwendig ist. 


Als DiffusionsgefaBe verwendeten wir handelsibliche Polyathylen. 
stopfen. Die veraschte Substanz oder die zu untersuchende Lésung wird 
eingefillt, eiskalte Perchlorsiure zugegeben und nach dem Einsetzen 
des Rezeptors schnell mit einem selbstgedrehten Stopfen verschlossen. 
Das Einfrieren der Untersuchungslésung erwies sich als unn6tig, da wir 
ohne und mit Tiefkiihlung die gleichen Resultate erhielten. Die Diffusion 
bei 50° ist nach 16 Stdn. vollstandig. 

Chlorionen stéren die Diffusion, da der freigesetzte Chlorwasserstoff <lie 
Natronlauge verbraucht. Man mu8 in diesem Fall die Substanz mit iiberschiissi- 
gem Silberoxyd?® verreiben oder besser mit Silberperchlorat versetzen und erst 
dann einfiillen. Silbercarbonat ist wegen der Kohlendioxydentwicklung beim 
Ansauern weniger geeignet. Das ebenfalls zugegebene Hydroxylamin-hydro. 
chlorid’¢ maskiert nur die geringe Menge des evtl. aus der Perchlorsiure frei- 
gesetzten Chlors. 

Zur Bestimmung des Fluorids bietet sich fiir den MikromaB- 
stab eigentlich nur eine photometrische Methode an; Titration kénnen 
wir in diesem Bereich nicht empfehlen. Die Bestimmungen beruhen auf 
der Entfirbung eines Farblacks'*, zum Beispiel Thorium!®-Alizarin®°, 
durch Flugridionen. Einen Uberblick auch anderer anwendbarer Farb- 
stoffe geben Willard und Horton”. Wir folgen weitgehend der Arbeit 
von Lothe?*, wobei wir die Volumina verkleinerten und dadurch 
1 bis 20 y Fluor pro 5 mi erfassen kénnen. Der Rezeptor wird dazu nach 
der Diffusion dem GefiB entnommen, genau neutralisiert und nach 
Zusatz der Reagenzien die resultierende Losung in 1-cm-Kiivetten gegen 
eine mit 30 y Fluorid gebleichte Lésung photometriert. Verwendung 
von Mikrokiivetten mit 5 cm Schichtdicke wiirde die Empfindlichkeit 
entsprechend steigern. 


Zwei mit der Bestimmung nicht vertraute Laboranten tiberpriiften 
nach der Arbeitsvorschrift aber ohne Anleitung die Methodik. Auf An- 
hieb fihrten sie 15 Bestimmungen innerhalb 24 Stdn. richtig durch. 


15 W.H. Hoskins u. C. A. Ferris, Ind. Engng. Chem., analyt. Edit., 8, 6, 
[1936]. 

16 J.J. Lothe, Analytic. Chem. 27, 949 [1956]. 

17 St. Megregian, Analytic. Chem. 26, 1161 [1954]. 

18 H. de Boer, Chem. Weekbl. 21, 404 [1924], rf. Becker, Z. analyt. Chem. 
68, 253 [1926]. 

19 W. H. Adolph, J. Amer. chem. Soc. 87, 2500 [1915], zit. nach l.c.1. 

20 N. A. Talvitie, Ind. Engng. Chem., analyt. Edit. 15, 620 [1943]. 
21H. Willard u. C. H. Horton, Analytic. Chem. 22, 1190 [1950]. 
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Die Fluorbestimmung kann also nicht mehr als zeitraubend und schwie- 
rig’? angesehen werden. 

In Tab. 1 sind einige Resultate zusammengefaBt, die zeigen, welche 
Verunreinigungen in den von uns verwendeten Chemikalien zu finden 
waren und welche Beimengungen keinen Einflu8 auf die Bestimmung 
ausiiben. So erkennt man die geringe Eignung des Magnesiumoxyds 
als Fluorfixativ an seinem hohen Eigengehalt an Fluorid; Calciumdi- 
hydrogenphosphat hat keinerlei nachteilige Wirkung. Im Gegensatz zur 
Destillation stért demnach Phosphat bei der Diffusion nicht. 


Tab. 1. Fluoridgehalt einiger Proben. 

















‘ mg y F yF 
Sebatonn eingesetzt zugegeben gefunden 
‘ : 150 0 3 
Magnesiumoxyd p.a.. . ..... 37 0 mee 
Magnesiumacetat p.a. . ..... a : : 
4 4,1 
Essigsaure p.a & 0 0 
issigs NAc eons 55 4 49 
10 0 0 
Calciumdihydrogenphosphat p.a. . 10 4 4,2 
10 8 8,0 
Anorganischer Anteil eines formamid- 
behandelten Knochens 
; eae 20 0 <1,0 
a) Fluorfreier Knochen ... . 20 8 8.6 
b) Knochen mit Fluorgehalt & 0 5,5 
8 i$) 10 0 9,3 
Rinderserum, gefriergetrocknet, 50 0 2 
verascht, Ag,O-Zusatz (155 mg) . . 50 0 2 
Methodik 
Reagenzien* 


Pufferlésung: 400 ml einer 5m waBr. Monochloressigsiure (472 g/l) werden 
mit 400 ml 2,5m Natronlauge (puriss., p.a.) versetzt, mit Wasser auf 1 / aufge- 
fullt und px 2,6 eingestellt. Man kann auch unter potentiometrischer oder titri- 
metrischer Kontrolle gegen Phenolphthalein die Halfte der Natronlauge zufiigen, 
die fiir die Neutralisation der Saiure notwendig gewesen ware, und auffiillen. 

Farbreagenz: Zu 500 ml Wasser werden 40 m/ Pufferlésung und in der 
beschriebenen Reihenfolge die waBr. Lésungen von 40 ml lproz. Hydroxylamin- 
hydrochlorid (p.a.), 200 ml 0,lproz. alizarinsulfonsaures Natrium (p.a.), sowie 
20 ml 0,5proz. Thoriumnitrat-tetrahydrat zugefiigt und auf 11 mit Wasser auf- 
gefiillt. Das Reagenz ist etwa einen Monat haltbar. 

22 K. Hinsberg u. K. Lang, Medizinische Chemie, 3. Aufl. S. 50, Urban & 
Schwarzenberg, Miinchen 1957; J. Hammond u. W. MacIntire, J. Assoc. off. 
agric. Chemists 23, 398 [1940]. 

* Sofern nicht besonders vermerkt, verwendeten wir chemisch reine Reagen- 
zien, Merck. und entionisiertes Wasser mit einer Leitfahigkeit < 0,5 Mikrosiemens. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 315 15 
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Standardlésung mit 100 y F/m/: 221,0 mg Natriumfluorid (p.a.) werden 
in 11 Wasser gelést und die Eichloésungen niedrigerer Konzentration daraus jedes- 
mal frisch bereitet. 

Bezugslésung fir die Kolorimetrie: 10 m/ einer Lésung mit 30 y F/ml 
versetzt man mit 20 m/ Farbreagenz und fiillt mit Wasser auf 50 ml auf. Die 
Haltbarkeit dieser Lésung betragt einige Monate. 


Gerate 


1. Die Diffusionszelle besteht ganz aus Polyathylen. Sie setzt sich zu- 
sammen aus folgenden, meist handelsiiblichen Einzelteilen: 

a) Als Diffusionsgefa8 dient ein genormter Stopfen der GréBe NS 60, 
dessen innerer Teil bei den meisten’ Fabrikaten erst nach Entfernung-einer Deck- 
platte aus rotgefarbtem Kunststoff zuginglich wird. Dazu schmilzt man mit 
einem erwarmten Schraubenzieher ein Loch in die Platte und hebt diese ab, ohne 
die Rander des Stopfens zu verletzen. 

b) Als VerschluB verwenden wir selbstgedrehte Stopfen aus Hochdruck- 
polyathylen. Dazu werden aus einer 40—50 mm starken Platte 60 x 60 mm grofe 
Stiicke geschnitten, deren unterer etwa 32 mm langer Teil zu einem konisch run- 
den Ansatz mit der Steigung etwa 1: 20 abgedreht wird. Ein 60 x 60 mm groBer 
Handgriff bleibt dadurch stehen. Da der obere Innendurchmesser unserer Dif- 
fusionsgefaBe 53 mm betrug, wurde als unterer Durchmesser des Stopfens 50 mm 
gewahlt.— Auch ein passender Becher aus Polyathylen kann als VerschluB dienen *. 

c) Als Rezeptor fiir den diffundierenden Fluorwasserstoff dient ein 35 x 10mm 
groBes natronlaugegetranktes Polyvinylchloridpapier (PVC-, Rhovylpapier der 
Firma Schleicher & Schiill), das in dem schragen Schlitz eines Stainders aus 
Polyaéthylen ruht. Dazu schneidet man 18mm hohe Ringe aus Flaschen oder 
Schlauch (etwa 25mm @) ab. Aus der einen Seite des Ringes werden Dreiecke 
geschnitten, s6 daB die Ringe nur mit Spitzen auf der Unterlage stehen. In die 
andere Seite schneidet man in 22 mm Abstand 5 mm schrage tiefe Kerben, so da8 
der Rezeptor schrig iiber den Ring zu liegen kommt. 

Vor dem erstmaligen Gebrauch werden die Polyathylengerate mit Ather/Alko- 
hol 1:1, Wasser, Perchlorsiure und Wasser gespiilt und bei 50° getrocknet. Spater 
geniigt das Spiilen mit Wasser. 

2. Abgewinkelte Splitterpinzetten, deren Spitzen mit einseitig zuge- 
schmolzenem Polyathylenschlauch beschuht sind. 

3. Lichtelektrische Photometer (Zeiss, Elko II) mit Filter S 53 und 1-cm- 
Kiivetten; ppo-MeBgerat mit Glaselektrode (Beckman H 2). 


Ausfiihrung der Bestimmung 


Veraschung: 10g trockenes (oder entsprechend mehr natives) organisches 
Material (z.B. gefriergetrocknetes Serum) werden zunachst im Platintiegel mit 
75 mg Magnesiumacetat in 5 ml Wasser iiber der Sparflamme auf einer Asbest- 
platte erhitzt, bis das Wasser zur Trockene eingedampft ist. Unter allmahlicher 
Steigerung der Temperatur wird so lange verascht, bis alles verkohlt ist. Anschlie- 
Bend stellt man den Platintiegel in einen elektrischen Ofen, den man dann auf 
500° erhitzt. Nach 2 Stdn. wird die grauweiBe Asche in einem Polaithylenbecher 
trocken und kiihl bis zur Analyse aufbewahrt. 

Analysengang: Das zu untersuchende feste oder fliissige Material mit 
1 bis 20 » F darf keine fliichtigen Saiuren enthalten. Sind Chlorionen zugegen, so 
bindet man sie durch Zugabe von Silberoxyd oder besser von Silberperchlorat- 
lésung (aus Silberoxyd durch Neutralisation mit 7Oproz. Perchlorsiure). Das 
Material wird auf den Boden des DiffusionsgefiBes gegeben, mit der Pinzette 
der Polyathylen-Stander eingesetzt und in diesen ein zuvor etwa 10 Min. mit 
ln NaOH getrankter und von iiberschiissiger Lauge befreiter PVC-Streifen ein- 


* Plastikbecher fiir den Haushalt bewahrten sich nicht, da bei der SpritzguB- 
Herstellung haufig ein auBerst kleines zentrales Loch zuriickbleibt, durch das sich 
H,F, teilweise verfliichtigt. 
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geschoben. Dabei darf keine Berithrung mit den GefaBwanden stattfinden. SchlieB- 
lich pipettiert man 5 ml eiskalter Perchlorsaure (70proz., reinst) so ein, daB keine 
Spur von Saéure an den Rezeptor gelangt, und verschlieBt das GefaB sofort. Das 
Diffusionsvolumen kann einschlieBlich der Perchlorsiure 9 ml betragen, zweck- 
maBiger sind 6,5 ml. Nach 16stdg. Diffusion im Trockenschrank bei 50° werden 
die PVC-Streifen in ein Reagenzglas mit 2 m/ Wasser gelegt und ein Tropfen 
p-Nitrophenol (0,lproz. waBr. Losung) zugegeben. Falls keine Gelbfarbung auftritt, 
ist der Rezeptor sauer und die Probe ist zu verwerfen. Die gelbe Lésung neu- 
tralisiert man sehr sorgfaltig durch Zugabe von 0,05m Perchlorsiure (4,3 ml 
70proz. Perchlorsiéure reinst, d = 1,67, in 11 Wasser) aus einer Mikrobiirette, 
wobei man etwa 0,4 m/ verbraucht. Dann gibt man 2 ml Farbreagenz zu und 
erginzt mit Wasser auf 5 ml. Diese Losung bleibt 60 + 10 Min. stehen und 
wird schlieBlich in einer 1-cm-Kiivette mit Filter S 53 gegen die Bezugslésung 
gemessen. Die Triplikate werden gemittelt, Fehler: zwischen 4 und 8 y F/5 ml: 
+5%, iiber 8 y F/5 ml: +1%. 

Fir den Blindwert liegt 1—¥ bei 0,580, fiir den 4-y-Wert bei 0,091 nach 
Abzug des Blindwertes. 

Die Eichkurve folgt nur annaihernd dem Lambert-Beerschen Gesetz (vgl. 
Tab. 2). 


Tab. 2. Reproduzierbarkeit verschiedener Versuchsreihen. 





(1—£) — Blindwert bei Vorlage von | Verhaltnis 4:8:12 








4yF | 8yF 12yF gefunden 

0,090 0,172 0,240 0,53: 1: 1,40 
0,083 0,158 0,217 0,56 : 1: 1,38 
0,101 0,178 0,238 0,56: 1: 1,34 
0,095 0,160 0,220 0,59: 1: 1,37 
0,090 0,165 0,235 0,56: 1: 1,42 





Herrn Prof. Dr. Karl Thomas danken wir herzlich fiir die Férderung und 
das Interesse an der Arbeit, unseren Werkstatten fiir die Anfertigung der Stopfen. 
Fir finanzielle Unterstiitzung danken wir der Bergbau- Berufsgenossenschaft 
(Bochum) und der Montanunion (Luxemburg). 


Zusammenfassung 


In einer aus handelsiiblichen Polyathylenteilen bestehenden Dif- 
fusionszelle wird Fluorwasserstoff in 16 Stdn. bei 50° quantitativ an 
ein alkaligetranktes Papier aus Polyvinylchlorid gebunden. 

Die Analyse erfaBt 1 bis 20 y Fluorid. Zur Veraschung organischen 
Materials (z. B. gefriergetrockneten Serums) bei héchstens 500° wird 
Magnesiumacetat als Fluoridfixativ verwandt, stérende Chloridionen 
werden durch Zugabe von Silberperchlorat gebunden. 


Summary 


Hydrogen fluoride is separated by diffusion within 16 hrs. at 50° 
and collected quantitatively on alkali-soaked polyvinyl chloride paper. 
The cells are made from readily available polyethylene stoppers. 

Fluoride is determined in the range 1 to 20 y. For ignition of organic 
material (e. g. lyophilized serum) magnesium acetate is added to prevent 
loss of fluoride. Interfering chloride ions are precipitated by addition 
of silver perchlorate. : 
15* 
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Uber Peptide, XIIP 
L-Tyrosyl-L-leucyl-L-valin 
Von 


Helmut Zahn und Heinz-Erich Messerknecht* 


Aachen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. April 1959) 


J. und H. Fraenkel-Conrat? fanden, daB Insulin durch Reduk- 
tion der Disulfidbindungen oder durch weitgehendes Jodieren oder 
Kuppeln der Phenol- und Imidazolgruppen seine biologische Aktivitit 
einbuBt. Hiernach scheint u. a. auch gewissen tyrosinhaltigen Amino- 
sduresequenzen eine Bedeutung fiir die Aktivitaét zuzukommen. In der 
vorliegenden Arbeit wird die Synthese des in der Phenylalaninkette 
vorkommenden  tyrosinhaltigen Tripeptids L-Tyrosyl-L-leucyl-L-valin 
beschrieben. Spater soll tiber die Synthese von Gly-phe-phe-tyr und Ala- 
leu-tyr-leu-val berichtet werden®. 


Synthese des Tripeptids 


L-Tyr L-Leu L-Val 
Z| _|NH-NH, 
Zz IN. BL OC,H, 
\ 
Zz |0C,H; 
Zi 2 NH-NH, 
Z| N; H —__|OBz 
Z a __|OBz 
H _|0H 


Schematische Darstellung der Synthese von L-Tyrosyl-L-leucyl-L-valin nach der 
Azidmethode (Z = \—CH,-0-CO—). 


\ 





* Teil der Diplomarb. H.-E. Messerknecht, Univ. Heidelberg 1956, jetzt 
Max-Planck-Institut fiir Kohlenforschung, Miilheim-Ruhr. 

1 XII. Mitteil.: E. Schnabel, diese Z. 314, 114 [1959]. 

2 J.u. H. Fraenkel-Conrat, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 5, 89 
[1950]. 
3 N. La France, Dissertat. Techn. Hochschule Aachen 1958. 
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Das bereits von Kratzsch* beschriebene Z*-L-tyrosin-hydrazid 
wurde als Azid mit L-Leucin-athylester in 71proz. Ausbeute zum bis- 
her noch nicht beschriebenen, bei 126° schmelzenden Z-L-Tyrosyl-L- 
leucin-athylester gekuppelt. 

Da das freie L-Tyrosyl-L-leucin bereits von Waley® auf anderem 
Wege synthetisiert worden war, wurde auf seine Isolierung verzichtet 
und statt dessen das noch nicht beschriebene Z-Dipeptid durch ein- 
stiindige Verseifung des Esters mit 0,5n NaOH dargestellt. 

Die Darstellung des Z-Hydrazids gelang in siedendem Alkohol mit 
besserer Ausbeute als bei der tiblichen Umsetzung bei Zimmertemperatur. 

Das bei 178—179° schmelzende Benzolsulfonat des L-Valin-benzyl- 
esters wurde nach Miller und Waelsch® in einerAusbeute von 94% 
erhalten. Die Kupplung mit dem Z-Azid sowie die katalytische Hydrie- 
rung des analysenreinen Z-Tripeptid-benzylesters verliefen glatt mit 
Ausbeuten von 64 bzw. 82% d. Th. 


Eigenschaften des Tripeptids 


Kinige Eigenschaften des Peptids sind im folgenden zusammengestellt : 

Schmp. 240—243°; Réntgenlangperiode 21,7 A 

Ry-Werte: 0,9 in sek. Butanol/90proz. Ameisensiure/Wasser 

75:15:10 
0,38 in sek. Butanol/halbkonz., waBr. Ammoniak 
‘ 85:15 

px-Werte: —COOH 3,40; —NH, 7,45; —OH 10,1 

Die Léslichkeit in Wasser und Methanol ist gering. 

Das Tripeptid liefert ein gut auswertbares und ziemlich linien- 
reiches Debyeogramm mit zwei besonders intensiven Reflexen bei 4,77 
und 4,31 A. 

Auch die Kratky-Aufnahme lieB sich gut auswerten und wies bei 
21,7 A einen sehr intensiven Langperiodenreflex auf. Das Auftreten 
einer fiir ein Tripeptid groBen Identitatsperiode lait sich auf folgende 
Weise erklaren: Wie Smits und Wiebenga’ durch Ermittlung der 
Kristallstruktur von Glycyl-L-tyrosin-hydrochlorid zeigen konnten, 
steht der Benzolring des Tyrosins nicht (wie andere kleine Seiten- 
ketten) senkrecht zur Peptidkette, sondern liegt im Gegenteil in Ketten- 
richtung, wodurch die endstaéndige COOH-Gruppe in eine Lage senk- 
recht zur Peptidkette gedringt wird. Eine ahnliche Orientierung des 
Benzolringes haben wir auch im Tyrosyl-leucyl-valin anzunehmen, nur 
ist es hier die Aminogruppe, die senkrecht zur Peptidkette steht. Die 
Folge davon ist eine VergréBerung der Molekiillinge. Das maximal 
gestreckte Peptidmolekiil ist im Kalottenmodell 20 A lang. 


4 E. Kratzsch, Dissertat., Heidelberg 1954. 

> §.G. Waley, Chem. and Ind. 1953, 107. 

6° H. K. Miller u. H. Waelsch, J. Amer. chem. Soc. 74, 1092 [1952]. 

? D. W. Smits u. E. H. Wiebenga, Acta crystallogr. [Copenhagen] 6, 531 
[1953]. 
* Z = Carbobenzoxy. 























Beschreibung der Versuche 


1. N-Carbobenzoxy-t-tyrosyl-ut-leucin-athylester: 10,9 g N-Carbo- 
benzoxy-tyrosin-hydrazid* wurden in einer Mischung von 130 cm? konz. 
Salzsiure und 650 cm* Wasser unter Vibrieren gelést, die Lésung auf —5® ge- 
kiihlt und 2,4 g NaNO,, gelést in wenig Wasser, zugegeben. Nach wenigen Se- 
kunden schied sich das Azid als weiBer, flockiger Niederschlag ab. Es wurde noch 
etwa 5 Min. unter intensiver Kiihlung vibriert, das Azid auf einer groBen Nutsche 
schnell abgesaugt und noch feucht sofort in 150 cm* auf —5° gekiihltem Essig- 
ester gelést. Die Lésung wurde mit eiskalter 5proz. NaHCO,-Lésung und mit E)s- 
wasser gewaschen, iiber Na,SO, kurz getrocknet und die Lésung von 9,8 g L- Leu- 
cin-athylester-hydrochlorid und 5,1 g Triithylamin in 50 cm. Chloroform 
zugesetzt. Nach zwei Tagen wurde die Reaktionslésung mit 0,5n HCl, 5proz. 
NaHC0O,-Lésung und Wasser gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und im Vak. 
eingeengt. Beim Zusatz von Petrolather fiel ein schmieriger, leicht gelb gefarbter 
Niederschlag aus. Nadeln aus Methanol/Wasser. Ausb. 11 g (71% d. Th.); Schmp. 


125—126°; [«]}>*: —20,5° (c = 1, Methanol). 


CosHggN,0, (456,5) Ber. C©65,79 H7,07 N6,14 
Gef. C€ 65,46 H6,96 N 6,22 


2. N-Carbobenzoxy-t-tyrosyl-t-leucin: 0,3 g Z-Dipeptidester wur- 
den mit 2,6 cm? 0,5n NaOH 1 Stde. bei Raumtemperatur stehengelassen. Danach 
wurde abfiltriert und das Filtrat mit 1n HCl bis etwa py 3 angesiuert, wobei ein 
klebriger, schmutzigweiBer Niederschlag ausfiel. Er wurde in etwas Essigester ge- 
lost, mit NaHCO,-Lésung extrahiert und mit verd. Salzséure ausgefallt; Um- 
kristallisieren aus Methanol/Wasser. Ausb. 165 mg (58% d. Th.); Schmp. 152 bis 
160° mikrokristallin. Ry-Wert: 0,67 (in sek. Butanol/halbkonz. waBr. Ammoniak 
85:15; mit Pauly-Reagenz). Durch Wiederholung der NaHCO,-Extraktion wurde 
ein Produkt vom Schmp. 162—164° erhalten. 


Cy3H,,N,O, (428,5) Ber. © 64,47 H6,59 N 6,54 
Gef. C 64,13 H6,42 N 6,90 


3. N-Carbobenzoxy-t-tyrosyl-L-leucin-hydrazid: 7 g Z-Dipeptid- 
ester, gelést in 40 cm? Athanol, wurden mit 2 cm® Hydrazinhydrat (etwa 80- 
proz.) 8 Stdn. unter RiickfluB erhitzt. Nach 18 Stdn. hatte sich ein weiBer Kristall- 
brei abgeschieden, der abgesaugt, mit kaltem Alkohol und Ather gewaschen und 
im Vakuumexsikkator iiber H,SO, getrocknet wurde. Ausb. 3,5 g; Schmp. 226°. 
Erneute Behandlung der Mutterlauge mit 2 cm* Hy drazinhydrat lieferte noch 1,0 g 
Hydrazid, das aus Athanol umkristallisiert wurde. Gesamtausb. 4,5 g (68% d.Th. ); 
Schmp. 226°, 


C.3H39N,0; (442,5) Ber. C 62,53 H6,83 N 12,66 
Gef. C 62,30 H6,90 N 12,86 
4. L-Valin-benzylester-benzolsulfonat: Darstellung® aus 9 g L- Valin 


und 14 g roher Benzolsulfonsaure, geldst in 80 cm? Benzylalkohol. Ausb. 26,3 g 
(94% d. Th.) (Stabchen). Nach Umkristallisieren aus Essigester Schmp. 178—179°. 


[a}?>*: —6,8° (c = 2, Wasser) 
—3,6° (c = 2, Methanol) 


C,sHesNO;S (365,4) Ber. ©59,16 H6,34 N3,83 S 8,77 
Gef. C58,91 H6,52 N3,73 S$ 8,73 


N-Carbobenzoxy-t-tyrosyl-u-leucyl-L-valin-benzylester: Das 
in mene geliste Z-Dipeptidazid (aus 6,4g Z- Dipeptidhydrazid und lg 
NaNO,) wurde mit dem freien L-Valin-benzylester (aus 5,5 g L-Valin-benzyl- 
esterbenzolsulfonat und 1,52 g Tridithylamin in 25 cm* Chloroform) gekuppelt. 
Einengen der Reaktionslésung im Vak. und langsames Ausfallen mit Petrolather 
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lieferte 5,7 g (63,5% d.Th.) Rohprodukt (Nadeln). Nach Umkristallisieren aus 
Methanol/Wasser betrug der Schmp. 144°. [a }5; —39° (c = 1, Methanol) 
C3sH,3N;0, (617,7) Ber. C68,05 H7,02 N 6,80 
Gef. C68,20 H6,99 N 7,01 
6. L-Tyrosyl-Lt-leucyl-L-valin: Aus 16g Z-Tripeptid-benzylester, 
gelist in wiBr. Methanol + 3 Tropfen Eisessig, durch 8stdg. Hydrieren bei 30—40° 
an Pd-Mohr (aus 1,2 g PdCl,). Der Katalysator wurde abfiltriert und die Lésung 
im Vak. eingeengt. Ausb. 0,83 g (81,5% d.Th.); Schmp. 240—243° (Nadeln). 
Umkristallisiert aus kochendem Wasser, 8 Stdn. bei 100° im Vak. iiber PO; 
getrocknet. [a]: — 9,89 (c= 2, Wasser + 2 Aquiv. Salzsaure). Das Peptid lést sich 
nach langerem Erhitzen in Methanol und kann mit Ather wieder ausgefallt werden, 
Co 5Hs,N,0; (393,5) Ber. C61,01 H7,94 N 10,67 
Gef. C60,83 H7,94 N 10,5 


Netzebenenabstande in A aus Kratky- und Debye-Scherrer-Réntgenogrammen 
(Intensitaéten der Reflexe geschatzt 1—10): 21,7 (10); 8,07 (4); 6,75 (6); 5,72 (1); 
5,44 (2); 4,82 (5); 4,60 (2); 4,37 (6); 4,03 (1); 3,85 (2); 3,74 (2); 3,42 (2); 3,28(1); 
3,18 (4); 2,54 (6); 2,38 (2); 2,24 (2); 1,98 (3); 1,72 (1). 

Die vorliegende Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemein- 
schaft, Bad Godesberg, dem Verband der Chemischen Industrie, Diissel- 
dorf, und dem Bundeswirtschaftsministerium (A 229/58) in dankenswerter 
Weise geférdert. 


Zusammenfassung 


Das in der Phenylalaninkette des Insulins enthaltene Tripeptid 
L-Tyrosyl-L-leucyl-L-valin wurde mittels der Azidmethode synthetisiert 
und seine Eigenschaften beschrieben. 


Summary 


The tripeptide L-tyrosyl-L-leucyl-L-valine in the phenylalanine 
chain of insulin was synthesized by the azide method and its properties 
described. 
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Die Haltbarkeit des gelésten Ostrons 
Von 
W. Pschyrembel und G. E. Halder 


Aus dem Laboratorium der Frauenklinik des Stiidt. Krankenhauses im Friedrichshain 
Chefarzt: Prof. Dr. Dr. W. Pschyrembel 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. April 1959) 


Standardlosungen des kristallinen Ostrons werden vielfach zu quan- 
titativen Nachweisverfahren, zu Tierversuchen oder zu klinisch-thera- 
peutischen Versuchsreihen bendétigt. Zur analytischen Bestimmung oder 
auch zu therapeutischen Zwecken werden Extrakte des Follikelhormons 
aus Harn, Blut oder Gewebe dargestellt. In allen Fallen ist es haufig 
nicht zu vermeiden, da& die Lésungen des Ostrons langere Zeit auf- 
bewahrt werden miissen. Damit erhebt sich die praktisch wichtige Frage, 
ob das Follikelhormon in der Lésung seine physiologische Aktivitat 
unverandert beibehalt oder ob diese mit der Dauer der Aufbewahrungs- 
zeit abnimmt. In der Literatur findet man nur wenige, unbestimmt 
gehaltene Angaben oder gar nur Vermutungen zu dieser Frage; eine 
quantitative Untersuchung fehlt unseres Wissens. 


Das gegebene Untersuchungsverfahren ist der Vaginalabstrichtest an der 
kastrierten Ratte oder Maus nach Allen und Doisy!. Im Jahre 1930 berichtete 
Butenandt? iiber die Empfindlichkeit des Follikelhormons gegen Sauerstoff 
und fand bei ‘Aufbewahrung einer alkoholischen Lésung bereits nach 2 Monaten 
einen Verlust an physiologischer Aktivitaét von etwa 30%. Rowlands und Cal- 
low’ untersuchten den Einflu8 der Temperatur auf die Haltbarkeit. Alkoholische 
Lésungen, die sie bei —2° oder bei Zimmertemperatur aufbewahrten, zeigten 
nach 12 Monaten keinen Wirkungsabfall. Eine bei + 37° abgestellte Lésung lieB 
in ihrer physiologischen Wirksamkeit wenig nach. In neuerer Zeit berichteten 
Wilder Smith und Williams‘ iiber die Stabilitat waBriger Ostronlésungen 
und fanden nach 27 Wochen einen Aktivitatsverlust von etwa 6%. Lésungen in 
Sesam6l zeigten nach 34 Wochen einen etwa doppelt so groBen Abfall. Alkoho- 
lische Ostronlésungen besaBen nach 18 Wochen noch ihre volle urspriingliche 
Wirksamkeit. Emmens® berichtet, daB das Ostron in alkoholischer Lésung viele 
Monate haltbar sei, dann aber doch einen gewissen Verlust an biologischer Akti- 
vitét aufweise. 

Es ist nur bedingt méglich, aus diesen sich z.T. widersprechenden Angaben 
einen SchluB zu ziehen. Einerseits sind die Bedingungen, unter denen der Allen- 
Doisy-Test durchgefiihrt wurde, nicht oder nicht vollstindig angegeben, so dab 
ein quantitativer Vergleich nicht méglich ist. Andererseits fehlt die systematische 
und gezielte Untersuchung des Problems. 


1 E. Allen u. E. A. Doisy, J. Amer. med. Assoc. 81, 819 [1923]. 

2 A. Butenandt, diese Z. 191, 140 [1930]. 

3 1. W. Rowlands u. R. K. Callow, Biochem. J. 29, 837 [1935]. 

4 A. E. Wilder Smith u. P.C. Williams, J. Endocrinology 5, 152 [1947]. 
5 C.W. Emmens, Hormon Assay, 8. 391, Academic Press, New York 1950. 
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Wir fiihrten daher Versuchsreihen durch, bei denen die Haltbarkeit 
des «-Follikelhormons (Ostron, Schmp. 255°, Fa. Schering-AG, Berlin) in 
drei haufigen Lésungsmitteln gepriift wurde, namlich in alkoholisch- 
wiBriger Lésung, in alkoholischer Lésung und in Sesamdl. Dariiber hin- 
aus wurden Ostronextrakte, die aus Frauenharnen isoliert und von der 
Ostriol- und Ostradiol-Fraktion chromatographisch abgetrennt worden 
waren, untersucht. Auch eine méglicherweise gegebene pu-Abhangigkeit 
der Haltbarkeit wurde geprift. 


Methodik 


Von gréBter Bedeutung fiir die Sicherheit der Ergebnisse war einheitliches 
Tiermateria!. Es wurden kastrierte Albinorattenweibchen verwendet, die unter 
gleichen Bedingungen aufgewachsen und etwa gleichaltrig waren. Die Ernahrung 
war fiir alle Tiere gleich; ihr Gewicht, etwa 120 g, wurde regelmaBig kontrolliert. 
(Nach Marrian und Parkes® nimmt die Fahigkeit der Tiere, auf eine bestimmte 








Abb. 1. Dosis-Wirkungs-Kurve des _ kri- 
stallinen Ostrons (Allen-Doisy-Test bei 
subcutaner Injektion). 
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Hormondosis zu reagieren, bei einer Gewichtszunahme von 50% um etwa 20% 
ab.) Die Lebensbedingungen der Tiere, wie Raumtemperatur, Beleuchtung, Fiit- 
terungszeiten usw., wurden konstant gehalten. Etwa 4 Wochen nach Ovariektomie 
wurden Kontrollabstriche durchgefiihrt. Sie diirfen nicht 6fter als zweimal 
wochentlich vorgenommen werden, da es sonst zu Verhornungsvorgangen am 
Vaginalepithel kommt’. Durch Injektion von 2 ug Ostron in 1 cm? 10% alkoho- 
lisch-waBriger Lésung wurden die Tiere auf Reaktionsfahigkeit gepriift; die Ge- 
samtmenge wurde in 5 Dosen zu 0,2 cm? unterteilt, die innerhalb von 30 Stdn. 
injiziert wurden. Tiere, die auf diese Dosis nicht ansprachen, wurden heraus- 
genommen. Die Vaginalabstriche wurden 5 Min. in Léfflers Methylenblaulésung 
angefarbt. Fiir jede Testierung wurden 20 Tiere verwendet. Die zugrundeliegende 
Dosiswirkungskurve ist in Abb. 1 wiedergegeben. Neben den fiir den Versuch vor- 
gesehenen Tieren wurde eine weitere Gruppe in der gleichen Weise vorbehandelt 
und fiir etwaige Ausfalle, die bei einer Versuchsdauer von etwa einem halben Jahr 
nicht zu vermeiden sind, bereitgehalten. 


Es wurden folgende Lésungen angesetzt: 


Lésung A: 150 vg Ostron in 150 cm* Sesam6l. Durch kurzes vorsichtiges Erwirmen 
auf max. + 50° wurde das Lésen des Hormons beschleunigt. 


Lésung B: 150 wg Ostron in 150 cm? Athanol (96proz. handelsiiblicher Alkohol). 
Lésung C: 150 wg Ostron in 150 cm*® 10proz. Athanol. 


6 G. F. Marrian u. A.S. Parkes, J. Physiology 67, 389 [1929]. 
7 N. J. Wade u. E. A. Doisy, Proc. Soc. exp. Biol. 82, 707 [1935]. 

















934 W. Pschyrembel und G. E. Halder, Bd. 315 (1959) 








Unmittelbar vor Injektion muBte die Lésung B auf einen Gehalt von 10°, 
Alkohol gebracht werden, um einheitliche Resorptionsbedingungen zu schaffen 
und Nekrosen des Gewebes durch das Lésungsmittel zu vermeiden. Das gleich: 
gilt von den alkohol. Harnextrakten, die aus einem Schwangerensammelharn her- 
gestellt wurden. Durch Zugabe von HCl (p.a., Merck) bzw. Ammoniak (p. a., 
frisch dest.) wurden die Lésung D auf pq 7,2 und die Lésung E auf px 6,8 ein- 
gestellt. Nach kolorimetrischer Gehaltsbestimmung (Kober-Test) wurden diese 
Extrakte auf eine in der Dosiswirkungskurve liegende Konzentration gebracht. 
Bei Lésung A wurde auf die Umarbeitung verzichtet, weshalb hier bei gleichem 
Hormongehalt ein anderer Prozentsatz positiver Tiere beobachtet wurde als bei 
den alkoholischen Lésungen. Allgemein sind élige Hormonlésungen im Rattentest 
wenig wirksam® und die Resorption so verzégert, daB man noch bis zu_2 Wochen 
nach Injektion Ostron im Oldepot nachweisen kann®. 

Die Untersuchungen wurden iiber 24 Wochen durchgefiihrt, wobei die ver- 
schiedenen Lésungen in ungefarbten, verschlossenen MeBkolben bei normaler Be- 
leuchtung und Raumtemperatur (20° + 5°) ohne weitere VorsichtsmaBnahmen 
aufbewahrt wurden. Um die jahreszeitliche Abhangigkeit der Reaktionsbereit- 
schaft der Tiere auszuschalten!®, wurden die Versuchslésungen einmal in einer 
Tiergruppe von Januar bis Juni, zum anderen in einer Gruppe von Juli bis De- 
zember ausgetestet. Dabei waren keine Unterschiede im Ergebnis zu erkennen, 
was sich mit den Befunden von Emmens" deckt. Weiter war zu beachten, dai 





bei haufiger Injektion eine gewisse GewOhnung der Tiere an das Hormon auftritt, A 
die sich in verminderter Sensibilitét auBert und einen Verlust an physiologischer (1 
Aktivitat vortaéuschen kann!2. Deshalb wurden Tiere, die mehr als viermal im 

Versuch standen, herausgenommen und aus der bereitgehaltenen Gruppe ver- U 


suchsbereiter Ratten ersetzt. 
: Ergebnisse 
Der relativ grote Abfall der biologischen Wirksamkeit des Ostrons 
wird in der Sesam6l-Lésung beobachtet, wie die Kurve A der Abb. 2 
zeigt. Die relativ niedrige Lage des Ausgangswertes im Koordinatennetz 
erklart sich aus den veranderten Resorptionsverhaltnissen und ist ohne in 
Bedeutung, ‘da lediglich der relative Abfall interessiert. Die Kurve B hi 
zeigt die physiologische Aktivitaét des in 96proz. Athanol gelésten V 


Ostrons, das nach 6 Monaten einen Wirkungsverlust von etwa 50% he 
erlitten hat. Relativ am stabilsten ist die 10% alkoholisch-waBrige at 
Lésung (Kurve C), die nach einem halben Jahr nur etwa 6% der ur- V 


springlichen Aktivitat eingebiBt hat. | 
Abb. 2 gibt unten die physiologische Aktivitat der Ostronextrakte 

aus Schwangerenharn bei lingerer Aufbewahrung wieder. Im schwach 

sauren Milieu (px 6,8, Kurve E) scheint der Verlust der biologischen 


oe : " * : et 
Aktivitét nach einem halben Jahr mit etwa 20% etwas gréBRer zu sein pe 
als in der schwach alkalischen Lésung (px 7,2, Kurve D). yr 
Unseren Mitarbeitern, insbesondere Herrn cand. med. Horst Miiller, | 
danken wir fiir Ihre wertvolle Hilfe. Der Schering-AG, Berlin danken wir fiir ss: 


die Uberlassung des kristallinen Ostrons. 


8 H. Kreitmair, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 
169, 576 [1933]. 
® R. Deanesly u. A.S. Parkes, J. Physiology 78, 155 [1933]. 
10 J. Duszynska, Nature [London] 142, 673 [1938]. 
11 C, W. Emmens, Med. Res. Council, spec. Rep. Ser. 284, 7 [1939]. 
12 Ch. Bomskov, Meth. Hormonforschg. Bd. IT, 8.1, Thieme-Verlag, Leipzig, 
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Abb. 2. Oben: Der Abfall der physiologischen Aktivitat des kristallinen Ostrons 
(1 ug/em) mit der Zeit in verschiedenen Lésungsmitteln: Kurve A Sesamil, 
Kurve B 96proz. Athanol, Kurve C 10% Athanol in Wasser. 

Unten: Der Abfall der physiologischen Aktivitét von Ostronextrakten aus 
Schwangerenharn (10% Athanol in Wasser) mit der Zeit bei unterschiedlichem 
pu-Wert: Kurve D: py 7,2; Kurve E: px 6,8. 


Zusammenfassung 


Die Haltbarkeit von Ostron in 10% alkoholisch-waBriger Losung, 
in alkoholischer Lésung und in Sesam6l wird untersucht. Innerhalb eines 
halben Jahres erleidet das Hormon in der Sesamé6l-Lésung den gréBten 
Verlust an biologischer Aktivitaét. Extrakte des Ostrons aus Schwangeren- 
harnen mit einem px von 6,8 bzw. 7,2 wurden in alkoholischer Lésung 
aufbewahrt und zeigten in der schwach sauren Lésung einen gréBeren 
Verlust der Aktivitaét als in der schwach alkalischen. 


Summary 


The stability of oestrone in 10% aqueous solution of ethanol, in 
ethanolic solution and in sesam oil has been investigated. Within a 
period of 6 months, the highest loss of biological activity occurs in sesam 
oil solution. Extracts of cestrone from pregnancy urines with a px of 
6.8 or 7.2 were stored in ethanolic solution. In the slightly acid solution 
a higher loss of activity occured than in the slightly alkaline solution. 
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Darstellung und Bildungstendenz von 
Zucker-Cystein-Verbindungen und ihren Komplexsalzen. 
Stabilitétskonstanten der Zink- und Kobalt(II)-Komplexe* 
Von 
Giinther Weitzel, Jiirgen Engelmann und Anna-Maria Fretzdorff 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Tiibingen 


(Der Schriftleitung zugegangenZam 5. Mai 1959) 


Prof. Karl Thomas zum 75. Geburtstag 


Die lebende Zelle verfiigt iiber metallbindende Liganden, die je nach 
ihrer Struktur spezifische Affinitaét zu bestimmten Metallen besitzen. 
So werden z. B. fiir die Eisenbindung Porphinderivate, fiir die Zink- 
bindung Thiol- und Imidazolderivate, fiir die Erdalkalibindung hy- 
droxylierte Saiuren (Citrat, Zuckerphosphate) benutzt. Auf der Suche 
nach weiteren biogenen Metallbindnern fanden wir, daB die Metall- 
affinitét von-Aminosiauren ansteigt, wenn diese mit Zuckern ver- 
kniipft werden. 1956 teilten wir! mit, daB sich starke Komplexbildner 
fiir Erdalkalien ,,in der Gruppe der Kondensationsprodukte aus Amino- 
siuren und Zuckern“ befinden, z. B. unter den sogen. Amadoriprodukten. 
1957 konnten wir? zeigen, daB N-Glykoside aliphatischer Aminosauren 
mit Erdalkali- und Schwermetallen kristallisierte Komplex- 
salze bilden, wodurch die Darstellung bisher unbekannter kristalliner 
N-Glykoside von Glycin, Alanin, Glutaminsiure, Methionin usw. in 
Form ihrer Komplexsalze in fast quantitativer Ausbeute gelang?. Auch 
hier ist das Metallbindungsvermégen im Vergleich zur nicht substitu- 
ierten Aminosiure erhdéht. 

Setzt man Cystein mit reduzierenden Zuckern um, so erhalt man 
nicht einfache N-Glykoside, S-Glykoside oder Halbmercaptale, sondern 
Produkte anderer Struktur, da an der Reaktion Amino- und Thiolgruppe 
des Cysteins teilnehmen. Schubert** wies nach, daB Cystein mit ein- 
fachen Aldehyden wie Formaldehyd, Butyraldehyd, Benzaldehyd, 


* Vorgetragen (G. W.) am 28. Nov. 1958 im Kolloquium der Med. For- 
schungsanstalt der Max-Planck-Ges., Gottingen. Die Ergebnisse sind z. Teil in der 
chem. Diplomarbeit von J. Engelmann, GieSen 1956, niedergelegt; s. u. Hin- 
weise im Text. 

1 G. Weitzel, 7. Kolloquium Ges. physiol. Chem., S. 141, Springer-Verlag, 
Heidelberg 1956 (auch Amadori-Erdalkali-Komplexe dabei ausdriicklich erwahnt). 
rio 1 G. Weitzel, H.U.Geyer u. A.-M. Fretzdorff, Chem. Ber. 90, 1153 

957]. 

3M. P. Schubert, J. biol. Chemistry 111, 671 [1935]. 

4M. P. Schubert, J. biol. Chemistry 114, 341 [1936]. 
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Chloral, Furfural, Methyl- und Phenylglyoxal unter Wasseraustritt 
stabile Kondensationsprodukte liefert. Er selbst* sowie Ratner und 
Clarke® zeigten, daB bei derartigen Umsetzungen zwischen Cystein und 
einfachen Aldehyden die Bildung eines = eames anzunehmen 
ist. Schubert® hat auch als erster Cystein mit re- 
duzierenden Zuckern wie Arabinose, Xylose, Ga- OP 
laktose, Glucose, Mannose und Lactose umgesetzt | “OH 

und dabei schon unter sehr milden Bedingungen HC ~~ alt ‘CO,H 
stabile Kondensationsprodukte erhalten. Diesen = = = 

schrieb er ebenfalls Thiazolidin-Struktur (I) zu; HCOH 

jedoch ist bis heute die Richtigkeit dieser Formu- | 

lierung nicht endgiiltig bewiesen. Wir bezeichnen I 

daher in der vorliegenden Arbeit die Konden- 

sationsprodukte aus Cystein und Zuckern lediglich als ,,Cystein-glucose“, 
,,Cystein-ribose“, ,,Cystein-xylose‘‘ usw. 

Als Metallbindner kénnen nur solche Aminosiure-Zucker-Ver- 
bindungen biologische Bedeutung haben, welche in waBriger Lésung 
geniigend stabil sind. Diese Bedingung erfiillen die Kondensations- 
produkte aus Cystein und reduzierenden Zuckern, so daB sie als Liganden 
fiir Metallkomplexe besser geeignet sind als die sehr hydrolyseempfind- 
lichen Aminosiure-N-Glykoside. Unsere nachstehend mitgeteilten Ver- 
suchsergebnisse umfassen daher folgende Abschnitte: 

I. Darstellung kristalliner Kondensationsprodukte aus Cystein und 
Glucose, Mannose, Galaktose, Ribose, Xylose sowie Arabinose. 
Uberfiihrung in Komplexsalze. 

II. EinfluB der Struktur der Zuckerkomponente auf die Bildungs- 
geschwindigkeit von Cystein-Zucker-Verbindungen. 

Hemmung der Kondensation durch Schwermetall. 

Reaktionskonstanten und Reaktionsordnung. 

III. Bestimmung der Stabilitétskonstanten der Zink- und Kobalt(II)- 
Komplexe von 6 Cystein-Zucker-Verbindungen durch potentio- 
metrische Titration. 

Einfiihrung des Begriffs der ,,physiologischen Bindungs- 
konstante™. 


Ergebnisse 


I. Darstellung von Cystein-Zucker-Verbindungen 
(Freie Siuren und Salze) 


Bringt man die Reaktionspartner in wiBriger Lésung bei neutralem 
pu und Zimmertemperatur zusammen, so lift sich nach kurzer Zeit das 
Auftreten des Reaktionsproduktes analytisch nachweisen. Die Reaktion 
liefert die besten Ausbeuten im neutralen py-Bereich, sie liuft jedoch 
auch im sauren bis herab zu relativ geringen pu-Werten (5 bis 4) und 


5 §. Ratner u. H.T. Clarke, J. Amer. chem. Soc. 59, 200 [1937]. 
6 M. P.Schubert, J. biol. Chemistry 130, 601 [1939]. : 
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im schwach alkalischen Bereich ab. Durch Anwendung héherer Reak- 
tionstemperaturen werden die Produkte nicht geschadigt, so daB man 
in waBriger Lésung bis 100° arbeiten kann, um raschere Umsetzung zu 
erzielen. Die Kondensationsprodukte sind relativ starke Saiuren, da bei 
der Reaktion die Aminogruppe des Cysteins verschwindet. Nach der 
Originalmethode von Schubert® setzt man daher Cystein-hydrochlorid 
mit den entsprechenden Zuckern in mit Pyridin gepufferter wa8- 
riger Lésung um. 

Da die Reaktionsprodukte, gleichgiiltig, ob sie als freie Sauren oder 
als Salze vorliegen, meist gut wasserléslich sind, kann ihre Isolierung 





und Kristallisierung Schwierigkeiten bereiten. Wir fiihrten daher die | 


Umsetzung in Methanol durch, wobei die Reaktionsprodukte entweder 
sofort oder nach Einengen kristallin ausfallen. Vergleiche ergaben, da/} 
die Kondensation in methanolischer Lésung gewodhnlich zu hoéheren 
Ausbeuten und leichterer Kristallisation fiihrt als die Umsetzung in 
waBriger Lésung. Hat die Darstellung zum Alkalisalz gefiihrt, so 1aBt 
sich daraus durch Behandlung mit sauren Austauschern die freie Siure 
gewinnen. Im Chromatogramm verhalten sich die Substanzen einheit- 
lich, die Reaktionen mit Ninhydrin und Anilin-phthalat sind positiv. 
Einzelheiten unserer Darstellungsmethode finden sich im Versuchsteil. 

Komplexsalze: Die Kondensationsprodukte aus Zuckern und 
Cystein bilden stabile Komplexsalze mit Erdalkalien und Schwermetallen. 
Die Calcium- und Magnesiumsalze z. B. sind leicht darstellbar, 
schwach hygroskopisch, in wiBriger Losung haltbar und kochbestandig. 
Da die Erdalkalisalze leichter zu kristallisieren sind als die freien Siuren 
oder die Natriumsalze, eignen sie sich beim Arbeiten in wiBriger Lésung 
zur Isolierung der Reaktionsprodukte. Erwirmt man z. B. die wiBrige 
Lésung von Zuckern und Cystein bereits in Gegenwart von Calcium- 
carbonat, so erhalt man direkt das Calciumsalz des Kondensations- 
produktes. Die Schwermetallsalze sind wie die Erdalkalisalze gut 
wasserléslich und nicht hydrolyseempfindlich. Im Versuchsteil finden 
sich entsprechende Beispiele, wobei besonders auf die iiberraschend 
stabilen Eisenkomplexe hinzuweisen ist. 


II. EinfluB des Zuckers auf die Bildungsgeschwindigkeit. 
Schwermetallhemmung, Konstanten und Ordnung der 
Reaktion 

a) Halbquantitative Bestimmungen 
Die Geschwindigkeit des Umsatzes mit Cystein wird durch die 
chemische Struktur des eingesetzten Zuckers stark variiert. Denn schon 
in halbquantitativer Weise konnten wir papierchromatographisch sehr 
erhebliche Unterschiede in den Reaktionsgeschwindigkeiten der einzelnen 
Zucker ermitteln. Hierzu wurden jeweils 0,05-molare Cystein- und 
Zuckerlésungen in Puffermischungen von px 4, 5, 6 und 7 hergestellt, 
daraus nach 5, 15 und 30 Stdn. kleine Proben entnommen und durch 
Ringchromatographie in H,S-Atmosphire untersucht. Die Chromato- 
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gramme (System Butanol/Athanol/Wasser 50:10:40) haben nur eine 
Laufzeit von etwa 2 Stdn., werden mit Nitroprussidnatrium entwickelt 
und kénnen mit Hilfe von Testlisungen quantitativ abgeschitzt werden. 

Tab. 1 gibt einen Uberblick iiber die nach 30 Stdn. vorliegenden 
Ausbeuten an Kondensationsprodukt fiir verschiedene Zucker und 
Zuckerderivate. Die Ergebnisse lassen sich folgendermafen zusammen- 
fassen: ; 

1. Mit Cystein reagieren nur Zucker und Zuckerderivate mit redu- 
zierender Gruppe. Fehlt diese wie bei Gluconsiure, Glucose-1-phos- 
phat, Rohrzucker und Inosit, so tritt keine Reaktion ein. 

2. Die Aldosen reagieren viel rascher als die Ketosen; z. B. setzen 
sich Fructose und Sorbose nur sehr langsam mit Cystein um. 

3. Unter den Aldosen reagieren die Pentosen wesentlich schneller 
als die Hexosen. 

4. Aldohexosen, reduzierende Disaccharide (Maltose und Lactose) 
und reduzierende Aldozucker-Derivate (Glucuronsiure, Glucose-6- 
phosphat) reagieren etwa gleich gut. Besonders schnell, aber wohl 
atypisch, reagiert Glucosamin. 

5. Die Reaktionsgeschwindigkeit ist allgemein beim Neutralpunkt 
optimal und verringert sich mit zunehmender Siuerung oder Alkali- 
sierung des Mediums. Sie nimmt bei den rasch reagierenden Pentosen 
jedoch auch bei Herabsetzung des py auf 6 oder 5 kaum ab. 

6. Ascorbinsiure reagiert sehr rasch, aber nicht einheitlich. Im 
Chromatogramm treten mindestens zwei neue Zonen auf. 


Tab. 1. Reaktion verschiedener Zucker mit Cystein. 
(Aquimolare Ansatze (0,1—0,2m) in waBrigen Pufferlésungen, halbquantitative 
Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeiten durch Papierchromatographie). 
Die Werte entsprechen dem ungefahren U msatz in % nach 30stdg. Reaktionsdauer. 

















Zucker pu 4 pu 5 pu 6 pu 7 
UCC 2 a re 50 85 85 90 
AGIOSES. cS es s 3 25 50 75 75 
Arabinose ...... 50 50 75 715 
CUTE So Si ea 15 25 50 50 
Galaktose ...... 50 50 60 70 
Mannose ...... 25 25 50 50 
BOTDOBG. . 6 6 ss ew 0 0 25 25 
Laevulose ...... 0 20 20 25 
Rhamnose...... 15 25 25 50 
Maltose . 6. . i. ss 25 40 40 50 
acts 6 5 kk 25 40 40 50 
Rohrzucker ..... 0 0 0 0 
Glucose-1-phosphat . . 0 0 0 0 
Glucuronséure .... 25 25 25 40 
Ascorbinséure .... 50 50 50 50 
Glucosamin ..... nicht untersucht 75 
Glucose-6-phosphat . . nicht untersucht 50 
PROG as 5 aS Se, nicht untersucht : 0 
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b) Quantitative Bestimmungen der Bildungsgeschwindigkeit 


Zur Verfolgung des Reaktionsablaufes mu die Konzentration zu- 
mindest eines Reaktionspartners als Funktion der Zeit bestimmt 
werden. Agren’ kontrollierte das Fortschreiten der Kondensation an 
Hand des allmihlichen Verschwindens des van-Slyke-Stickstoffs in 
gepufferten wiBrigen Lésungen von Glucose und Cystein. Die chemische 
Bestimmung von Cystein, Zucker und Reaktionsprodukt in derselben 
Lésung nebeneinander bereitet Schwierigkeiten, da freies Cystein die 
iiblichen Zuckerbestimmungen stért und zugleich unter den Bedingungen 
der Cystein- oder Zuckerbestimmung das Reaktionsprodukt gespalten 
werden kann. Das Gemisch mu8 deshalb vor der chemischen Analyse 
quantitativ getrennt werden. Einfacher zu handhaben sind physikalische 
Methoden, bei denen die Komponenten sich nicht gegenseitig stéren. 
Wir benutzten folgende drei Bestimmungsmethoden: 

1. Die chemisch-analytische Bestimmung der Reaktionspartner 
gelang durch papierchromatographische Trennung der Komponenten 
und anschlieBende photometrische Bestimmung im Falle der Um- 
setzung von Glucose mit Cystein. Man bestimmte dabei die durch 
Glucose und Cystein-glucose mit Triphenyl-tetrazoliumchlorid gebildete 
Formazanmenge nach den Angaben von Fischer und Dérfel® sowie 
von Wallenfels®. 

2. Als einfacher und eleganter erwies sich die Kontrolle des Reak- 
tionsablaufs durch polarographische Bestimmung des Cysteins, 
wobei die anderen Bestandteile der Lésung nicht stéren. 


3. Ebensogut lieB sich die Umsetzung titrimetrisch verfolgen: | 


Wiahrend der Reaktion kommt es zum Freiwerden von Protonen, da 
pro Molekel Kondensationsprodukt je eine nicht neutralisierte Carboxyl- 
gruppe freigesetzt wird. Halt man im ungepufferten System durch 
laufende Zugabe von In NaOH den px-Wert konstant, so ist der Lauge- 
verbrauch der Menge an gebildetem Reaktionsprodukt proportional. 
Eine geeignete Apparatur (s. Versuchsteil) liefert daher fiir die bendtigte 
Natronlauge eine Zeit-Verbrauchs-Kurve, welche dem Reaktionsverlauf 
entspricht. 

Mit diesen drei Methoden erhielten wir iibereinstimmende Ergeb- 
nisse; jedoch sind die polarographische und die titrimetrische Methode 
hinsichtlich Genauigkeit und Arbeitsersparnis der Formazan-Methode 
iiberlegen. Als Beispiele bringen wir in Abb. 1 Umsatzkurven von 
Glucose, Galaktose, Rhamnose, Xylose und Ribose mit Cystein. Von 
diesen Zuckern reagieren die beiden Hexosen langsamer als die Pen- 
tosen, doch reagiert Galaktose wesentlich rascher als Glucose; weitaus 
am raschesten wird Ribose umgesetzt. Damit werden die mit halb- 
quantitativer Methodik gewonnenen Aussagen (s. 0. Tab. 1) iiber den 


7 G. Agren, Enzymologia [Den Haag] 9, 321 [1941]. 
8 G. Fischer u. H. Dérfel, diese Z. 297, 164 [1954]. 
® K. Wallenfels, Angew. Chem. 65, 381 [1953]. 
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ie .. 
A 


j ay 5 10 
Stdn. 
Abb. 1. Umsatzkurven von Cystein mit Zuckern bei py 7,9 und 37°. 
1 = Glucose, 2 = Galaktose, 3 = Rhamnose und Xylose, 4 = Ribose. Cystein- 
und Zucker-Konzentrationen je 0,184molar. MeSmethodik: Polarographie des 
Cysteins. 
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Einflu8 der Zuckerkomponente auf die Reaktionsgeschwindigkeit durch 
die quantitative Methodik bestitigt. 

Mit Hilfe der polarographischen Methodik erhielten wir auch niheren 
AufschluB iiber die pp-Abhingigkeit der Zucker-Cystein-Reaktion. 
Umsatzmessungen bei verschiedenen py-Werten zeigten, daB mit sinken- 
dem pu das Gleichgewicht zugunsten der Einzelkomponenten Cystein 
und Zucker verschoben wird. Ein Beispiel zeigt Abb. 2, in welcher die 
Umsatzkurve von Cystein mit Ribose bei wechselndem py dar- 
gestellt ist. Man erkennt, daB im Bereich von pu 7 bis px 5 die Steigung 
der Kurve, also die Reaktionskonstante, praktisch gleich bleibt, bei 
weiterer Siuerung jedoch rasch abnimmt. Nach insgesamt 2 Stdn. hat 
die Reaktion selbst den pur 4,26 erzeugt und damit bei einem Umsatz 

















Abb. 2. pq-Abhangigkeit der Reaktion rae 
zwischen Cystein und Ribose. Konzen- | | by 426 / | 
tration je 0,2-molar; 37°. MeBmethodik: | 700 | 

Polarographie des Cysteins. 
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von 70% ihren Stillstand erreicht. Rund 15 Stdn. spater wurde die 
Lésung wieder auf px 7,0 gebracht, worauf die Reaktion erneut ein- 
setzte und bis zu einem praktisch 100proz. Umsatz verlief. Weitere 
pu-Steigerungen der Lésung fiihrten zu leichter Abnahme der Reak- 
tionsgeschwindigkeit, welche offenbar bei px 7,0 optimal ist. Dies gilt 
fiir Ribose ebenso wie fiir Galaktose und Glucose. 


ec) Reaktionshemmung durch Schwermetall 


Bei der Darstellung der Komplexsalze von Aminosiure-N-glyko- 
siden hatte es sich als vorteilhaft erwiesen, den Metallkomplex der 
Aminosiure mit dem Zucker umzusetzen?. So lieB sich z. B. das Zinksalz 
des Glycin-N-glucosids aus Zink-glycinat und Glucose gewinnen. Bei 
der Zucker-Cystein-Reaktion ist ein analoges Vorgehen, z. B. Einsatz 
von Zink-cysteinat, nicht méglich. Setzt man z. B. Ansitzen von 
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A f Abb. 3. Umsatz von Cystein mit 
& 10 § Galaktose bei pp 7,0. Nach 140 Min. 
= og | , : 
S ee) oe ha | Zugabe von ZnCl,, nach 1245 Min. 
= 5178 a Zugabe von Athylendiamintetra- 
. | acetat. 
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Cystein und Zuckern pro Mol Cystein 0,5 Mol ZnCl, zu, so ist bei pu 7 
und 37° kein Umsatz festzustellen. Dies beruht auf der Ausbildung des 
sehr stabilen Zink-Cystein-1:2-Komplexes, in welchem durch die metall- 
bindende Cysteamin-Struktur Thiol- und Aminogruppe vollstindig 
blockiert sind. Setzt man jedoch einer solchen Lésung von Zink-cysteinat 
und Zucker einen starken Komplexbildner hinzu, so wird ein Teil des 
Cysteins vom Zink befreit und die Reaktion mit der Zuckerkomponente 
kommt in Gang. 


In Abb. 3 ist als Beispiel fiir die Hemmung und Enthemmung der | 


Cystein-Zucker-Reaktion in Anwesenheit von Zink die Umsetzung von 
Galaktose mit Cystein dargestellt. Aus der Abbildung geht hervor, dab 
der 140 Min. nach Reaktionsbeginn erfolgte Zinkzusatz die Umsetzung 
fast vollkommen stillegte. Rund 20 Stdn. nach Reaktionsbeginn wurde 
durch Komplexonzusatz das Zink dem Cystein entzogen, worauf die 
Reaktion sogleich wieder in Gang kam. Die Hemmung und Enthem- 
mung dieses Systems kann als einfaches Modell fiir die Schwermetall- 
Blockierung SH-haltiger Proteine und deren Reaktivierung durch Kom- 
plexbildner angesehen werden. + 
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d) Reaktionskonstanten und Reaktionsordnung?® 


Die in Abb. 1 enthaltenen Umsatzkurven fiir Glucose, Galaktose, 
Rhamnose, Xylose und Ribose erlauben die Ermittlung der Reaktions- 
konstanten. In Abb. 4 sind dieselben Ansitze nach der integrierten 
Reaktionsgleichung dargestellt. Aus den Steigungen der Geraden lassen 
sich die folgenden Reaktionskonstanten der Zucker-Cystein- 
Reaktion bei px 7,0 und 37° berechnen (in J-Mol-!-h-'): 

Glucose Galaktose Xylose Rhamnose_ Ribose 
0,31 1,72 2,24 2,24 6,60 


Fiir die als physiologisch anzusehende Konzentration von z. B. 
0,1°% Zucker ergeben sich bei etwa derselben Cysteinkonzentration und 
fiir halben Umsatz Reaktionszeiten von 650 Stdn. (Glucose) bis 27 Stdn. 
(Ribose). 
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Abb. 4. Umsatzkurven von Cystein mit A 1 
Zuckern bei pp 7,0 und 37° (integrierte 
Reaktionsgleichungen?®). he | 


1 = Glucose, 2 = Galaktose, 3 = Rham- 10 
a |_| 


nose und Xylose, 4 = Ribose. | al 
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Die Reaktionsordnung der Zucker-Cystein-Reaktion wurde am 
Beispiel der mittelschnell reagierenden Galaktose untersucht. Dabei 
bestimmte man polarographisch die zeitliche Abnahme des Cysteins bei 
pu 7,0 und 37° bei verschiedenen Anfangskonzentrationen. AuBerdem 
wurde die Bildung des Reaktionsproduktes titrimetrisch an Hand des 
Laugeverbrauchs verfolgt und die Zeit-Verbrauchs-Kurve ausgewertet. 
Danach sind die Reaktionszeiten umgekehrt proportional dem Ver- 
haltnis der Anfangskonzentrationen. Die Reaktion ist 2. Ordnung. 


III. Stabilitatskonstanten der Zink- und Kobalt-Komplexe 
von 6 Cystein-Zucker-Verbindungen 


a) Berechnung der Stabilitatskonstanten 

Die Bestimmung der Stabilitaétskonstanten aus Titrationswerten des 
Komplexbildners mit und ohne Schwermetall erfordert die Berechnung 
der Ligandkonzentration [Z], der Metallkonzentration [M] und der 
Komplexkonzentration [MZ]. Eine geeignete funktionelle Beziehung 


10 Kinzelheiten und Ableitungen bei J. Engelmann, Chem. Diplomarbeit, 
GieBen 1956. 7 
16* 
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dieser Konzentrationen zu den Stabilitaétskonstanten wurde von 
Bjerrum” in Form des Komplexbildungsgrades n angegeben: 
n = an Metall gebundener Ligand/Gesamtmetallkonzentration (1) 


n entspricht somit der durchschnittlichen Anzahl Ligandmolekeln, 
die von einem Metallion gebunden werden. Nach Schwarzenbach! 
und Hearon’* ist eine Berechnung der Stabilititskonstanten stets dann 
moglich, wenn aus den Titrationswerten eine geniigende Anzahl Werte- 
paare 7 und [Z] erhalten werden kénnen (Z = protonenfreier Ligand). 
Eine sehr gute Naherungslieung wird nach der Halbstufenregel fiir 
n-Werte = 0,5, 1,0, 1,5 usw. erhalten. 

An Stelle der numerischen Berechnung von ” und [Z] aus den 
Titrationswerten?*1*14 benutzten wir 1° folgenden Weg: Aus der Ge- 
samtkonzentration [HZ] des Liganden mit der Wertigkeit W und der 
Ionensumme S = [K] + [H] — [OH] — [Cl] ergibt sich ein dem 
Bildungsgrad 7 analoger Dissoziationsgrad m des Liganden: 

m = W—S/[HZ] (2) 


m entspricht somit der scheinbaren im Durchschnitt an eine Ligand- 
molekel gebundenen Protonen-Anzahl. Wird m als Funktion von 
pu aufgetragen, so ist die Differenz Am proportional dem 
Komplexbildungsgrad n. Daraus folgt Gleichung (3): 
Am Gesamtkonzentration Ligand 
“m  Gesamtkonzentration Metall ° 


n= 


(3) 





Es handelt sich somit um ein z. Teil graphisches Verfahren, wie 
es zuerst von Calvin und Melchior?!®1° angegeben wurde. 

Wegen der px-Abhingigkeit der Komplexgleichgewichte werden in 
der vorliegenden Arbeit neben den Stabilitatskonstanten die fiir kon- 
stanten pu definierten Bindungskonstanten b benutzt. Die Bindungs- 
konstanten geben ein exaktes MaB fiir das Metallbindungsvermégen des 
Liganden bei dem betreffenden py und kénnen daher auch mit Vorteil 
bei der Auswertung von Titrationskurven benutzt werden. Der Zu- 
sammenhang zwischen Stabilitaitskonstante k und Bindungskonstante b 
ist durch Gleichung (4) gegeben: 

k=b-a; «=1+-+ [H])/K, (4) 

Bei vollstiindiger Ionisation des Komplexbildners (pH > px) geht 
a gegen 1 und daher b gegen k. (Ableitungen siehe 1. c. 1°.) Als ,,physio- 
logische“ Bindungskonstante bezeichnen wir daher das Metallbindungs- 
vermégen eines Liganden im physiologischen py-Bereich, z. B. bei 


u J. Bjerrum, Metal ammine formation in aqueous solution, Verlag Haase 
& Sohn, Kopenhagen 1941. 

22 G. Schwarzenbach, Helv. chim. Acta 38, 947 [1950]. 

13 J.Z.Hearon, u. J. B. Gilbert, J. Amer. chem. Soc. 77, 2594 [1955]. 

14 A. Albert, Biochem. J. 47, 531 [1950]; 50, 691 [1951]. 

15 M.Calvin u. N. Melchior, J. Amer. chem. Soc. 70, 3270 [1948]. 

16 s.a. A. Martell u. M. Calvin, Die Chemie der Metallchelat-Verbindungen 
S. 76—78, Verlag Chemie, Weinheim 1958. 
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pu7,2. Berechnung der physiologischen Bindungskonstante pg, aus 
der overall-Konstante px, nach 
log B,,. = log Ks — 2 log «. (5) 


b) Potentiometrische Titrationen 

Ionisation der Liganden: Die freie Aminogruppe und die 
Thiolgruppe des Cysteins sind in den Kondensationsprodukten nicht 
mehr vorhanden, wihrend die Carboxylgruppe erhalten bleibt. Dem- 
entsprechend zeigen die Neutralisationskurven, daB es sich um 
verhaltnismiBig starke Siuren mit nur schwach ausgeprigtem ampho- 
terem Charakter. handelt. In Tab. 2 sind die px-Werte von Cystein- 
glucose, -mannose, -galaktose, -ribose, -xylose und -arabinose sowie zum 
Vergleich die px-Werte von Thiazolidin-carbonsiure-(4), Cystein und 
Alanin zusammengestellt. Zur genauen Ermittlung der sauren px- 
Werte fiihrten wir gesonderte Titrationen durch, wobei die Elektrode 
mit einem Tetraoxalatpuffer von pu 1,68 geeicht wurde!’. Tab. 2 zeigt, 
da die px,-Werte der Cystein-Zucker-Verbindungen relativ niedrig 
sind und mit dem px,-Wert der Thiazolidin-carbonsiure-(4) tiberein- 
stimmen (etwa 2,1) — ein Hinweis fiir die Richtigkeit der von Schu- 
bert® angenommenen Strukturformel (s. Formel I). Besonders auffallend 
sind die niedrigen px,-Werte der Iminogruppe, die bei simtlichen 
Cystein-Zucker-Verbindungen der Tab. 2 zwischen 5,2 und 5,7 liegen. 
Fiir das Metallbindungsvermégen ist dieses Verhalten der Iminogruppe 
von hoher Bedeutung ; aus der Differenz zu den viel héheren px,-Werten 
von Cystein und Alanin erklirt sich die hohe Metallaffinitat der Cystein- 
Zucker-Verbindungen bei physiologischem pu. 


Tab. 2. px-Werte von Cystein-Zucker-Verbindungen. 











Substanz PK, PK, 
L-Cystein-D-glucose . .......-++-s 2,14 5,37 
L-Cystein-D-mannose .......... 2,15 5,23 
L-Cystein-D-galaktose .......... 2,18 5,67 
L-Cystein-D-ribose. . . ...... 2s: 2,06 5,51 
L-Cystein-D-xylose ..........--. 2,28 5,43 
L-Cystein-L-arabinose .......... 2,26 5,66 
Thiazolidin-carbonsdure-(4). ....... 2,16 6,30 
TSO MARL cies etd sar ashs soveus} ab yeblise ok Siu 1,96 8,36 
Ep PAMEERIAN 4 5520S) Side Se Saphir S60 ES a HN 2,22 9,97 








Titrationen der Metallkomplexe: In Abb.5a—f sind die 
Titrationskurven der 6 untersuchten Cystein-Zucker-Verbindungen zu- 
sammengestellt. Jedes Diagramm enthialt die Neutralisationskurve mit 
KOH sowie die in Anwesenheit von Zink- und Kobalt-Ionen ermittelten 


17 R. Bates, Electrometric py-determinations, Chapman & Hall, Ltd., 
London 1954. . 
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Kurven. Auf der Ordinate sind jeweils die py-Werte, auf der Abszisse 
die m-Werte aufgetragen, welche in direkter Beziehung zum Komplex- 


bildungsgrad stehen (s. 0.). Man erkennt, daB in jedem Falle als Aus- 

























































































Abb. 5a—f. Potentiometrische Titrationen von sechs Cystein-Zucker-Verbindungen, 

Kurve 1: Neutralisation mit KOH; Kurve 2: in Gegenwart von Zn®® (Mol.- 

Verhaltnis Ligand: ZnSO, = 2:1); Kurve 3: in Gegenwart von Co%® (Mol.-Ver- 

haltnis Ligand: CoCl, = 2:1); Kurve 4: in Gegenwart von Zn?® (Mol.-Verhaltnis 
Ligand: ZnSO, = 4:1). 

Abszisse: m = Protonisierungsgrad des Liganden, Ordinate: py-Werte. 


a) = Cystein-glucose d) = Cystein-ribose 
b) = Cystein-mannose e) = Cystein-xylose 
c) = Cystein-galaktose f) = Cystein-arabinose 


druck der Komplexbildung pxy-Depressionen verschiedenen Grades 
auftreten. Zugleich geht aus den sechs Diagrammen hervor, daf die 
Komplexbildung schon bei relativ sauren py-Werten in starkem Mafe 
beginnt und beim Erreichen des physiologischen py-Bereiches praktisch 
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vollendet ist — eine Folge des niedrigen px-Wertes der Iminogruppe 
(s. Tab. 2). Die mit dem vorstehend beschriebenen Rechenverfahren 
erhaltenen Stabilititskonstanten zeigt Tab. 3. 


Tab. 3. Stabilitatskonstanten der Zink- und Kobalt-Komplexe von Cystein-Zucker- 





























Verbindungen. 
Zn29 C029 ° 
Ligand 
K, K, Ks K, K, Ks 
L-Cystein-D-glucose . . . 3,68 227 5,95 3,76 2,49 6,25 
L-Cystein-D-mannose . . 2,67 2,30 4,97 2,43 — — 
L-Cystein-D-galaktose . . 3,90 2.10 6,00 3,94 2,35 6,29 
L-Cystein-D-ribose. . . . 3,40 2,25 5,65 3\53 2,27 5,80 
L-Cystein-D-xylose .. . 3,80 2,14 5,94 3,83 2,44 6,27 
L-Cystein-L-arabinose . . 4,10 2,51 6,61 4,10 2,65 6,75 


Aus Tab. 3 geht hervor, daB die Stabilitétskonstanten der sechs 
gepriiften Cystein-Zucker-Verbindungen untereinander deutliche (expe- 
rimentell gut reproduzierbare) Differenzen zeigen. So liegen die Stabi- 
litiiten der Kobalt-Komplexe durchweg etwas héher als diejenigen der 
Zink-Komplexe. Innerhalb der Komplexe des gleichen Schwermetalls 
fillt sowohl bei Zink wie bei Kobalt das abweichende Verhalten der 
Cystein-mannose auf. Wihrend bei Kobalt die Bestimmungen des 
px,- und px,-Wertes der Cystein-mannose nicht gelangen, erhielt man 
fiir Zink mit 4,97 den niedrigsten px,-Wert der ganzen Reihe. Dieses 
abgeschwiichte Schwermetallbindungsvermégen der Cystein-mannose 
kann nur in der Konfiguration dieses Zuckers begriindet sein. 


Vergleicht man die Werte der drei Cystein-hexosen mit denen der 
drei Cystein-pentosen, so ergeben sich mit Ausnahme der Cystein- 
mannose keine erheblichen Gruppen-Unterschiede. Allerdings findet sich 
sowohl fiir Zink wie fiir Kobalt der stairkste Ligand jeweils unter den 
Pentosen in Form der Cystein-arabinose. Diese liefert beim 
Kobalt-Komplex mit px, 6,75 die héchste Konstante der Tab. 3, so daB 
im Vergleich zur Zinkstabilitiét der Cystein-mannose die gemessenen 
Stabilititskonstanten sich fast iiber einen Bereich von zwei Zehner- 
potenzen erstrecken. Aus Tab. 3 folgt auBerdem, daB die Stabilitits- 
konstanten des gleichen Liganden mit verschiedenen Metallen unter- 
einander geringer differieren als diejenigen des gleichen Metalls mit 
verschiedenen Liganden. Auch daraus geht die Bedeutung der Kon- 
figuration des jeweiligen Zuckerrestes fiir die Metallbindung hervor. 

Im ganzen gesehen, erscheinen die Stabilititskonstanten (px,) der 
Cystein-Zucker-Verbindungen in Tab. 3 nicht besonders hoch, jedoch 
iindert sich dieses Bild unter biologischen Gesichtspunkten. Hierzu 
wenden wir den Begriff der ,,physiologischen Bindungskonstante“ an, 
den wir nachstehend im Abschnitt ,,Diskussion der Ergebnisse‘ be- 
handeln. 
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Diskussion der Ergebnisse 
a) Zur Cystein-Zucker-Kondensation 

Die Befunde der vorliegenden Arbeit bestitigen die von Schu- 
bert® erstmals festgestellte Bildung kristallisierbarer Kondensations- 
produkte aus Cystein und Zuckern. Die Eigenschaften unserer Konden- 
sationsprodukte stehen mit der Annahme in Einklang, daB die Cystein- 
Zucker-Reaktion analog der Umsetzung von Cystein mit einfachen 
Aldehyden zu Derivaten der Thiazolidin-carbonsiure-(4) (I) fiihrt. Auch 
die Ergebnisse einer 1953 erschienenen Untersuchung?® iiber die reduk- 
tive Desulfierung von Aldose-Cystein-Verbindungen mit Raney-Nickel 
lassen sich damit vereinbaren. 

Unsere Versuche zeigen, daB nur reduzierende Zucker der Kon- 
densation mit Cystein zuginglich sind, wobei jedoch die Reaktions- 

- geschwindigkeit stark durch die chemische Struktur des Zuckers beein- 
fluBt wird. Die bisher iibliche Formulierung verlangt, daB die offene 
Kettenform mit Cystein reagiert. Dies setzt voraus, daB der eigentlichen 
Reaktion die Offnung der cyclischen Form vorangeht. Unsere vorstehend 
mitgeteilten quantitativen Bestimmungen der Reaktionsgeschwindigkeit 
unterstiitzen diese Auffassung insofern, als diejenigen Zucker am 
raschesten reagieren, welche in Lésung relativ hohe Anteile an freier 
Aldehydform aufweisen. Z. B. besitzt unter den gepriiften Zuckern die 
am raschesten teagierende Ribose auch den héchsten Anteil an freier 
Aldehydform. Dies wiirde bedeuten, daB der geschwindigkeitsbegren- 
zende Faktor der Reaktion nicht der Umsatz der reduzierenden Gruppe 
mit Cystein, sondern die Nachlieferung der Kettenform aus der Ringform 
ist. Genauere Einsichten in den Reaktionsablauf, vor allem hinsichtlich 
des Einflusses des dem Carbonyl benachbarten Kohlenstoffatoms sowie 
der Reihenfolge des Reagierens von Thiol- und Aminogruppe des 
Cysteins, werden erst nach Priifung spezieller Zucker und Zucker- 
derivate mit abgewandelter Struktur méglich sein. Uber derartige 
Untersuchungen berichten wir in Kiirze. 

Der spontane Ablauf der Umsetzung unter Bedingungen, wie sie 
auch in lebenden Organismen vorliegen kénnen, fiihrt zu der Frage nach 
einer etwaigen biologischen Bedeutung der Reaktion. Die von uns 
mit drei verschiedenen quantitativen Methoden ermittelten Umsatz- 
kurven lassen erkennen, daB die Reaktionsgeschwindigkeit fiir biolo- 
gische Verhiltnisse ausreichend ist. Nimmt man an, daB der im Tier- 
kérper tiblichen 0,lproz. Zuckerkonzentration eine etwa gleich hohe 
Konzentration an Cystein gegeniibertritt, so ergeben sich zwar aus 
unseren Messungen fiir 50proz. Umsatz Reaktionszeiten, welche relativ 
lang erscheinen (s. 0. IId). Sie kénnten jedoch im biologischen Medium 
durch katalytische Effekte oder durch laufende Herausnahme des 
Reaktionsproduktes aus dem Gleichgewicht verkiirzt werden. So hat 


18 J. Vadopalaite u. J. Karabinos, Trans. Illinois State Acad. Sci. 46, 
266 [1953]. 
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z. B. Agren? gefunden, da8 bereits die Anwesenheit von Phosphat die 
Umsetzung beschleunigt. Ob im lebenden Gewebe Zucker-Cystein- 
Kondensationen ablaufen, ist noch unbekannt, jedoch infolge der groBen 
Variationsbreite dieser Reaktion sehr wahrscheinlich. Denn auBer 
Hexosen und Pentosen lassen sich auch Triosen wie Glycerinaldehyd 
und Dihydroxyaceton glatt mit Cystein umsetzen!®, und neben der 
freien Aminosiéure sind auch ihre Derivate mit erhaltener Cysteamin- 
Struktur der Reaktion zuganglich. 


b) Die ,,physiologische Bindungskonstante“ 


Wendet man die Ergebnisse potentiometrischer Bestimmungen von 
Komplexstabilititen auf biologische Probleme an, so hat man zu beriick- 
sichtigen, daB im Zellstoffwechsel fast durchweg der py-Bereich von 
etwa 7,0 bis 7,4 aufrechterhalten wird. Die sogen. ,,overall‘‘-Stabilitats- 
konstanten, mit welchen bisher stets operiert wurde, sind jedoch ein 
MaB fiir die Komplexstabilitat, wie sie die Titration iiber den gesamten 
pu-Bereich ergibt. Die ,,overall“-Konstanten schlieBen also z. B. auch 
denjenigen Teil des Komplexbildungsgrades mit ein, der erst im stirker 
alkalischen Gebiet sich ausbildet. Fiir die stoffwechselchemische Be- 
trachtung ist aber lediglich die Komplexstabilitaét bei physiologischem 
pu von Wichtigkeit, wihrend etwaige im alkalischen Gebiet hinzu- 
tretende Bindungskrafte uninteressant sind. 

Wir haben aus diesem Grunde den Begriff der ,,physiologischen 
Bindungskonstante“ eingefiihrt, welche denjenigen Anteil der 
,.overall‘‘-Stabilitatskonstante umfaBt, der bei px 7,2 erreicht ist. 
Liganden, bei denen die physiologische Bindungskonstante und die 
,overall‘‘-Konstante iibereinstimmen, haben daher bereits bei py 7,2 
ihre volle Komplexbildung erreicht, so daB bei stirker alkalischen 
pu-Werten die Stabilitaétskonstante nicht weiter wichst. Bei den meisten 
Liganden jedoch ist dies nicht der Fall, so da8 deren ,,physiologische“ 
Bindungskonstante geringer ist als die ,,overall“-Konstante. Die Be- 
rechnung der physiologischen Bindungskonstante aus den _ overall- 
Konstanten ist in einfacher Weise méglich (s. 0. IIIa). 

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten 6 Cystein-Zucker- 
Verbindungen gehéren dem selteneren erstgenannten Typ an: Sie haben 
bei physiologischem py bereits ihren vollen Komplexbildungsgrad 
erreicht, so daB ,,overall‘‘- und ,,physiologische‘‘ Bindungskonstante 
identisch sind. Der Grund dafiir ist in den bereits oben erwihnten, auf- 
fallend geringen px-Werten der Iminogruppe zu suchen, wodurch der 
Ligand noch im sauren Gebiet voll dissoziiert und fiir die Metallbindung 
giinzlich verfiigbar ist. Wenn man daher die Stabilititskonstanten der 
Tab. 3 vom physiologisch-chemischen Gesichtspunkt aus mit dem 
Metallbindungsvermégen anderer Liganden vergleicht, so hat man bei 
diesen nicht die overall-Stabilitaten, sondern die zumeist erheblich 


19 L,, Eldjarn, K. Nakken u. A. Bihl, Acta chem. scand. 11, 1085 [1957]. 
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geringeren physiologischen Bindungskonstanten heranzuziehen. So hat 
z. B. Zinkglycinat die overall-Stabilititskonstante 9,2, jedoch die 
physiologische Bindungskonstante 4,2. Daraus folgt, daB in biologischen 


Medien (z. B. bei pu 7,2) die Cystein-Zucker-Verbindungen stirkere | 


Zinkkomplexe bilden als Glykokoll (und fast alle anderen Aminosiuren). 
Damit stimmt auch die priparative Erfahrung iiberein, denn die Zink- 
komplexe des Glykokolls und fast aller anderen Aminosiuren sind z. B. 
in neutraler wiBriger Lésung bei Zimmertemperatur weniger stabil als 
die Zink-Cystein-Zucker-Komplexe. 

‘Da somit unsere Bestimmungen relativ hohe physiologische Bin- 
dungskonstanten der Cystein-Zucker-Verbindungen fiir Schwermetalle 
(und auch Erdalkalimetalle) ergeben, ist die Grundfrage der vorliegenden 
Arbeit zu bejahen: Falls Cystein-Zucker-Verbindungen im Stoffwechsel 
auftreten, so ist anzunehmen, da sie mit geeigneten Metallen der Zelle 
stabile Komplexe bilden. 


Beschreibung der Versuche 


Stickstoff wurde nach Dumas oder nach Kjeldahl! bestimmt, die Sub- 
stanzen wurden nach Beet?® mit KMnO, und heifer Schwefelsiure aufgeschlossen. 
Schwefel wurde nach Schéniger*4, Metalle komplexometrisch nach Ver- 
aschen mit H,SO,/HNO, bestimmt. 

Darstellung von Zucker-Cystein-Verbindungen 
(Freie Saéuren oder Metallsalze) 

L-Cystein-p-glucose 

a) Umsetzung in waBrigem Pyridin nach Schubert®. 

b) Umsetzung in Methanol: 3,6 g Glucose und 2,4 g Cystein-HCl werden in 
70 cm® Methanol gelést. Die Lésung wird nach Zugabe von 1,6 cm? Pyridin 
1, Stde. unter RiickfluB gekocht. Ein Teil des Reaktionsproduktes kristallisiert 
dabei aus. Die Lésung wird dann noch 24 Stdn. bei 37° gehalten, wobei die Lésung 
zu einem dicken Brei feiner Nadeln erstarrt. Das Produkt wird abfiltriert, mit 
Methanol gewaschen und bei 50° iiber P,O, getrocknet. 

C,H,,NO,S (283,3) Ber. N 4,94 8S 11,32 
Gef. N5,01 $11,48 Mol.-Gew. 283,7* 

* Titrimetrisch mit 0,ln KOH. 

c) Aus dem Natriumsalz (s. u.) am Austauscher: Auf eine Séule von 22 x 1 cm 
mit 16 cm* Austauscher ,,stark sauer Merck‘ werden 3 g rohes Na-Salz gegeben 
und zunachst mit Wasser die neutralen und sauren (HCl aus NaCl) Verunreini- 
gungen ausgewaschen. Die freie Siure bleibt zunachst als Ampholyt in der Saule 
zuriick und wird mit 100 cm* 30proz. Ameisensaure eluiert. Nach Eindampfen 
im Vak. und nach Zusatz von absol. Alkohol kristallisiert die Saure in feinen Nadeln 
aus. Ausb. 1,7 g. 

Ber. N 4,94 Gef. N 4,98 

Natriumsalz: 20g Cystein-HCl (0,127 Mol), 21 g Glucose (0,117 Mol) und 
20,6 g NaHCO, werden in 20 cm? Wasser gelést und 48 Stdn. bei 37° gehalten. 
Die Lésung wird im Vak. eingeengt, 36 Stdn. iiber H,SO, im Vak.-Exsikkator und 
4 Stdn. bei 60° im Vak. getrocknet. Die pulvertrockene Masse wird 8 Stdn. mit 1 / 
Methanol ausgeschiittelt und die Lésung mit 1 / Ather tropfenweise unter Riihren 
versetzt. Nach 8stdg. Aufbewahren bei 0° haben sich 25,5 g Na-Salz (= 73% 
d. Th.) abgeschieden. 


20 A. E. Beet, Nature [London] 175, 513 [1955]. 
21 W. Schéniger, Mikrochem. verein. Mikrochim. Acta 1956, 869. 
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hat NaC,H,,NO,S (3095,3) Ber. N 4,59 Gef. N 4,55 

die Calciumsalz: 19g Glucose-monohydrat (0,1 Mol), 18 g Cystein-HCl-H,O 
chen (0,1 Mol) und 20g Calciumcarbonat werden in 200 cm* Wasser auf 50—60° er- 
| warmt. Nach ungefahr 1 Stde. ist die Haupt-CO,-Entwicklung beendet. Der 


kere | Kolben wird fest verschlossen und das Gemisch 2 Tage bei 37° unter 6fterem Um- 
en). schiitteln aufbewahrt. Dann wird das Wasser im Vak. bis auf etwa 20 cm? ab- 
ink - gedampft, der Riickstand mit 60 cm* Methanol und 20 cm® Aceton versetzt und 
ap gut geriihrt. Dabei scheidet sich die Hauptmenge des Reaktionsproduktes schmierig 


ls ab. Beim Durchrithren des Riickstandes mit 50 cm? Methanol und 30 cm* Aceton 
oo wird die Masse kristallin. Ausb. an Rohprodukt 30g. Ca-Gehalt 7,64%. Zur 
Reinigung werden je 1 g in 5 cm? Wasser gelést und mit 20 cm? Aceton/Athanol 


3in- 40:60 gefallt; die zweite Fallung wird aus 3cm* Wasser mit 12 cm* Aceton 
alle . vorgenommen. Ausb. 600 mg. 
den Ca(C,H,,NO,S), (604,6) Ber. N 4,63 Ca 6,63 Gef. N 4,59 Ca 6,70 


Das Magnesiumsalz wird aus MgO und freier Cystein-glucose in wafriger 


a Losung erhalten. Man engt das Filtrat bis zur Kristallisation des Mg-Salzes ein. 
Ber. Mg 4,13 Gef. Mg 4,00 
Zinksalz 
a) 600 mg des Natriumsalzes werden in 10 cm* Wasser und 20 cm’ Methanol 
: gelést. Unter Riihren wird tropfenweise mit 1,1 cm* methanol. ZnCl,-Lésung 
Sub- (100 mg ZnCl,) versetzt. Das Zn-Salz fallt langsam aus. Ausb. 363 mg. 
ane b) 283 mg (1 mMol) Cystein-glucose werden in 20cm? Wasser gelést und 
Ver- mit 62,7 mg ZnCO, versetzt. Der gréBte Teil des ZnCO, geht in Liésung. Beim 
Einengen im Vak. beginnt das Zn-Salz auszufallen. Die Fallung wird durch Zusatz 
von 5cm* Methanol beendet. Ausb. 222,8 mg 
Zn(C,H,,NO,S), (629,1) Ber. N 4,45 Zn 10,388 Gef. N 4,41 Zn 10,36 
In waBriger Lésung hydrolysiert das Zinksalz beim Kochen, bei Zimmer- 
temperatur ist es bestindig. 
les Das Eisen(III)-salz entsteht wie der Zn-Komplex aus dem Natriumsalz 
rm der Cystein-glucose. Das Eisensalz fallt aber nicht in stéchiometrischer Zusammen- 
hort setzung aus, sondern enthalt wesentlich mehr Eisen als der Formel (Cystein- 
ran glucose);Fe entspricht. Bei allen Eisenkomplexen fallt mit NaOH und NH,OH 
wait kein Hydroxyd aus. Auch bei einem Mol.-Verhaltnis Cystein-glucose: FeCl; = 1:1 
bleibt die Lésung iiber den gesamten py-Bereich von 1,5—10,5 klar. 
L-Cystein-pD-mannose: 1,8 g (10 mMol) p-Mannose und 1,75 g (10 mMol) 
L-Cystein-HCl_H,O werden in 80cm* heiSem Methanol gelést, 1 cm? Pyridin 
zugegeben und 2 Stdn. unter RiickfluB gekocht. Noch wahrend des Siedens beginnt 
das Produkt kristallin auszufallen. Die Kristalle werden mit kaltem Methanol 
cm gewaschen und aus Wasser umkristallisiert. Ausb. 2,3 g (81,2% d. Th.). 
_ C,H,,NO,S (283,3) Ber. N 4,94 $11,832 Gef. N 4,86 S 11,33 
. L-Cystein-p-galaktose: Der Ansatz wie bei Cystein-mannose (s. 0.) 
fon wird in 170 cm’ siedendem Methanol gelést. Nach Zugabe von 1 em® Pyridin wird 
oe 3 Stdn. unter RiickfluB gekocht. Nach etwa 2 Stdn. fallen die ersten Kristalle aus, 


die abgesaugt und mit eiskaltem Methanol gewaschen werden. Ausb. 1,7 g (60% 
a. Th;): 
C,H,,NO,S (283,3) Ber. N 4,94 8 11,32 Gef. N 4,89 S 11,49 

a L-Cystein-p-ribose: Die Lésung von 3g (20 mMol) p-Ribose in 40 cm? 

, Methanol wird mit 3,5 g (20 mMol) Cystein-HCl-H,O, dann mit 2 cm* Pyridin 
versetzt; voriibergehend fallt Cysteinbase aus. Die Lésung wird 1 Stde. unter 
RiickfluB gekocht und in der Siedehitze Aceton bis zur beginnenden Triibung 
. zugegeben. Die zunachst élige Substanz kristallisiert im Kiihlschrank und lauft 
fy nach Umbkristallisieren aus Methanol-Wasser einheitlich im Chromatogramm 
(Aceton/Wasser 80:20; Ry-Werte: Reaktionsprodukt = 0,37, Ribose = 0,75). 
Ausb. 0,85 g (16,8% d. Th.). 


C,H,;NO,8 (253,3) Ber. N 5,55 812.66 Gef. N 5,37 S 12,88 
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Calciumsalz: 1,5 g Ribose (10 mMol), 1,5 g Cystein-hydrochlorid-mono. 
hydrat (8,5 mMol) und 1,1 g Calciumcarbonat werden in 30 cm? Wasser bei 
40—50° gelist. Nach 24stdg. Aufbewahren bei 37° wird das iiberschiiss. Calcium. 
carbonat abfiltriert und die Lésung im Vak. auf 5 bis 10 cm® eingeengt. Nach 
Zugabe von 80cm? Aceton/Athanol 50:50 scheidet sich das Reaktionsprodukt 
zunichst als fliissige Phase ab. Die Fallung wird wiederholt und das Reaktions. 
produkt mit Aceton/Athanol durchgeriihrt. Die Fallung wird dabei kristallin. 
Ausb. 1,67 g. Durch Umkristallisieren aus Methanol wird in schlechter Ausbeute 
ein reineres Produkt erhalten. 

Ca(C,H,,NO,S), (542,6) Ber. N 5,14 Ca 7,38 Gef. N 5,21 Ca 7,33 

L-Cystein-p-xylose: 1,5g (10mMol) pv-Xylose und 1,75 g (10 mMol) 
L-Cystein- HCl-H,O werden in 80 cm* heiBem Methanol gelést und nach Zusatz 
von 1 cm’ Pyridin 3 Stdn. unter Riickflu8 gekocht. Nach 24stdg. Aufbewahren 
bei —3° erfolgt Kristallisation. Ausb. 1,3 g (51,4% d. Th.). 

C,H,;NO,S (253,3) Ber. N 5,52 8 12,66 Gef. N 5,58 S 12,51 

L-Cystein-L-arabinose wird analog dargestellt. Sie kristallisiert nach 
1—2tagigem Aufbewahren des Ansatzes bei —3°. Ausb. 1,5 g (60% d. Th.). 

C,H,;NO,S (253,3) Ber. N 5,52 S 12,66 Gef. N 5,61 S 12,73 


Weitere analytische Methoden 


1. Glucosebestimmung durch quantitative Papierchromatogra- 
phie: Die Glucose wird auf dem Chromatogramm mit Triphenyltetrazolium- 
chlorid nach der von Fischer und Dérfel® sowie von Wallenfels® angegebenen 
Arbeitsweise als roter Formazanfleck entwickelt. Dabei ist die gebildete Formazan- 
menge, die nach Elution aus dem Papier im Beckman-Spektralphotometer DU 
bei 482 mu photometriert wird, unter gleichbleibenden Arbeitsdedingungen der 
Zuckermenge proportional. AuBer von den Entwicklungsbedingungen (‘Tempe- 
ratur, Feuchtigkeit), die bei unseren Versuchen konstant gehalten wurden, ist 
die absolut gebildete Formazanmenge auch von der Art des Chromatographie- 
papieres in hohem MaB8e abhangig, da infolge eines geringen Gehaltes an redu- 
zierenden Substanzen ein Papierleerwert nicht zu vermeiden ist. Vorversuche 
ergaben, daB.das Papier 561 der Firma Macherey & Nagel einen besonders nied- 
rigen Leerwert besitzt, weshalb wir fiir alle Bestimmungen dieses Papier benutzten. 

Cystein-glucose reagiert ebenfalls mit Triphenyltetrazoliumchlorid, jedoch 
langsamer als Glucose. Zwischen der gemessenen Extinktion und der aufgetragenen 
Menge an Glucose bzw. Cystein-glucose besteht gute Proportionalitét. Zerstort 
man Cystein-glucose mit 0,5proz. H,O, in Athanol, so bleibt der Zucker erhalten 
und die Extinktion entspricht praktisch den Glucosewerten. Bei der Bestimmung 
der gebildeten Cystein-glucose in den Reaktionsansitzen wurde daher nach der 
papierchromatographischen Isolierung mit H,O, oxydiert. Etwaige 
Stérungen durch Cystein, das nur wenig schneller liuft als Glucose, wurden da- 
durch vermieden. 

2. Polarographische Cysteinbestimmung: Nach Kolthoff?? und 
Grubner?’ beruht die anodische Welle des Cysteins (E/2 = 0,45 V) auf der Bil- 
dung eines Cystein-Quecksilberkomplexes an der Hg-Elektrode. Die Form und 
Hohe der Welle ist stark vom py der Lésung abhangig, nur im Bereich von pq 8,5 
bis 10 reversibel und dort der Cysteinkonzentration streng proportional. AuBer 
der analytisch auswertbaren Stufe bei 0,45 V tritt noch zwischen 0 und 0,25 V 
eine irreversible Vorstufe auf. Fiir die Stufenhéhe ist die Wahl des Puffers von 
groBer Bedeutung. Der von Kolthoff?? angegebene Puffer (0,lm KCl, 0,01m 
Borax, px 9,21) war fiir uns wegen seines geringen Puffervolumens nicht brauch- 
bar. Am besten bewahrten sich ein NH,/NH,Cl-Puffer (lm, py 9,32) und ein 


2 J. Kolthoff, W.Stricks u. N. Tanaka, J. Amer. chem. Soc. 77, 4733 
[1953]. 
23 Q. Grubner, Chem. Listy 47, 1133 [1953]. 
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NH,/NH,NO,-Puffer (1m, px 9,28). In beiden Systemen sind die Stufen im Be- 
reich von 5-10~8 bis 10-5 Mol Cystein auf 10 cm’ Puffer gut auswertbar und der 
Konzentration streng proportional. Fiir die Messungen diente der direktschreibende 
Polarograph PO 3 der Fa. Radiometer, Kopenhagen. Bei Stufe 1:100 ist 1 cm 
Stufenhéhe 0,4 wA. 

Pufferlésung: 53,5 g Ammoniumchlorid p. a. und 40 cm’ konz. Ammoniak 
werden auf 11 Wasser gelést (pH 9,32). Die zu untersuchende Lésung wird zu 
10cm? Puffer, der vorher mit Wasserstoff von Sauerstoff befreit worden ist, 
gegeben und von 0,25—1,0 V polarographiert. : 

3. Umsatzmessung durch Titration: Da 1 Mol gebildetes Konden- 
sationsprodukt 1 Mol H® liefert, ist der Laugeverbrauch wahrend der Reaktion 
der Menge des entstandenen Produktes proportional. Wir hielten daher wahrend 
der Umsetzung von Zuckern mit Cystein im ungepufferten System den py-Wert 
konstant durch laufende Zugabe von In NaOH. 

Apparatur: Als ReaktionsgefaB dient ein 20-cm-Spitzkolben mit einem 
Einleitungsrohr fiir reinsten Stickstoff sowie Ansatzen zur Einfiihrung der Glas- 
und Kalomelektrode, der Biirette und zur Probenahme. Der angeschmolzene 
RiickfluBkiihler verhindert weitgehend die Volumenanderung durch Verdunstung 
waihrend der Reaktion. Das Gefi8 wird durch einen Héppler-Thermostaten auf 
37° gehalten. 

Die Apparatur zur Konstanthaltung des pq der Reaktionslésung besteht 
aus einem automatischen Titrationsgerat der Firma Radiometer (Kopenhagen), 
das durch eine Glas-Kalomel-Elektrodenkombination gesteuert wird und iiber 
eine Vorschub- und Registriereinrichtung eine mit ln NaOH gefiillte ,,Agla‘‘- 
Mikrometerspritze antreibt. 1cm Vorschub entspricht in unserer Anordnung 
0,02 cm? NaOH. Die pq-Konstanz ist besser als + 0,02 py-Einheiten. 

4. Potentiometrische Titrationen: Bei der Bestimmung der Disso- 
ziations- und Stabilitaitskonstanten geht die Wasserstoffionenkonzentration in 
Potenzen entsprechend der Anzahl der komplexhildenden Gruppen in die Berech- 
nung ein. Aus diesem Grund mu8 der py-Wert der Lésung mit gréBter Prazision 
bestimmt werden. Um eine gute Reproduzierbarkeit unserer Messungen zu ge- 
wahrleisten, wurde in einem thermokonstanten Raum bei 25° gearbeitet. Die zu 
titrierenden Lésungen wurden wahrend der Titration mit einem Thermostaten auf 
25 + 0,2° konstant gehalten. Titriert wurde mit praktisch carbonatfreier 0,1n KOH 
(Merck Titrisol) unter Verwendung von geeichten Mikrobiiretten (5 cm%, 1/100 
geteilt). Um Stérungen durch CO, zu vermeiden, wurden alle Operationen unter 
reinstem, mit 50proz. KOH gewaschenem Stickstoff ausgefiihrt. Die Liganden 
lagen bei Titrationsbeginn in Konzentrationen von 10-2 bis 10-* Mol/l in 0,1n 
KCl bei einem Titrationsvolumen von 20 bis 50 cm® vor. 

Zur po-Messung benutzten wir sowohl das direkt anzeigende und gut stabi- 
lisierte pa-Meter 22 (Radiometer, Kopenhagen) als auch eine vollautomatische 
Apparatur der gleichen Firma, bestehend aus Titrator (Type TTT1) und Titri- 
graph (Type SBR2). Das automatische Verfahren bietet den Vorteil, mit gerin- 
gerem Volumen, d. h. rascherer Durchmischung, und konzentrierterer KOH. (0,4 
bis 0,5n), d. h. vermindertem CO,-Fehler, arbeiten zu kénnen. Die MeBketten — 
Glas/Kalomel — wurden mit Standardpuffern des National Bureau of Standards!’ 
geeicht. Vorwiegend wurden verwandt: 


px 4,005:0,01m Kaliumhydrogenphthalat | bei 25° 
pH 9,18: 0,01m Borax s a 
Die Reproduzierbarkeit der Messungen lag unter diesen Bedingungen bei 
0,02 py-Einheiten. 
Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir eine Sach- 


beihilfe. Herrn Dr. F. Schneider und Herrn Dr. H. U. Geyer danken wir fiir 
die Darstellung von Cystein-Zucker-Verbindungen. 
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Zusammenfassung 


Die Kondensationsprodukte aus Cystein und Glucose, Mannose, 
Galaktose, Ribose, Xylose und Arabinose wurden kristallin dargestel!t 
und in Erdalkali- und Schwermetall-Komplexe iibergefiihrt. 

Die quantitative Verfolgung des Reaktionsablaufes der Zucker- 
Cystein-Kondensation durch Chromatographie, Polarographie und 
Titration zeigt erhebliche Unterschiede der Reaktionsgeschwindigkeiten 
je nach der Struktur des Zuckers. Am raschesten reagieren Aldopen- 
tosen, besonders Ribose, langsamer Aldohexosen, sehr verzégert-Ketosen, 
gar nicht die nicht-reduzierenden Zucker. Fiir verschiedene Zucker 
wurden die Reaktionskonstanten der Umsetzung mit Cystein berechnet ; 
die Reaktion ist stets zweiter Ordnung. 


total ghemmt, durch Zugabe starker Komplexbildner wieder enthemmt 
werden. 

. Die Bestimmung der Stabilitiitskonstanten der Zink- und Kobalt- 
komplexe von sechs Cystein-Zucker-Verbindungen durch potentiome- 
trische Titration unter Verwendung eines z.T. graphischen Rechen- 
verfahrens ergab Werte im Bereiche von px, 5,0—6,8. 

Um das Metallbindungsvermégen von Liganden speziell bei phy- 
siologischen py-Werten vergleichen zu kénnen, wird der Begriff der 
physiologischen Bindungskonstante (pg,.) eingefiihrt, da der 


sichtspunkten zu Fehlschliissen fiihren kann. 

Diese physiologischen Bindungskonstanten der sechs gegeniiber 
Zn?® und Co*® gepriiften Cystein-Zucker-Verbindungen sind héher als 
die entsprechenden Werte der meisten Aminosauren. 


Summary 


The condensation products of cysteine with glucose, mannose, 
galactose, ribose, xylose and arabinose were obtained crystalline and 
converted to the alkali earth and heavy metal complexes. 

The course of reaction of the cysteine-sugar condensation was 
followed quantitatively by chromatography, polarography and titration 
and showed marked differences in the reaction velocities, depending on 
the structure of the sugar. The aldopentoses, especially ribose, react 
most quickly, the aldohexoses more slowly, ketoses very slowly and 
the non reducing sugars not at all. Reaction constants of the reaction 
with cysteine were calculated for different sugars and the reaction in 
all cases found to be of second order. 

The sugar-cysteine reaction is totally inhibited by the addition of 
zine ions, and the inhibition reversed by the addition of strong com- 
plexing agents. 





Durch Zugabe von Zinkionen kann die Zucker-Cystein-Reaktion — 


Vergleich von ,,overall‘‘-Stabilititskonstanten unter biologischen Ge- | 
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With the help of a partially graphic evaluation method, the deter- 
mination, by potentiometric titration, of stability constants of the zinc 
108, and cobalt complexes of six cysteine-sugar compounds gave values in 
tellt the range px, 5.0—6.8. 

Especially for the comparison of the metal-binding capacity of 
ker. ligands at physiological pu values, the term physiological binding 
und | constant (ppy.) is introduced, as wrong conclusions may arise by 
iten | relating the comparison of ,,overall" stability constants to biological 
pen- phenomena. 

sen These physiological binding constants of the six cysteine-sugar 
ent | compounds with Zn?° and Co?° are higher than those for most amino 

acids. 
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Uber die Herkunft der Malonsaure im Harn 
Von 
Karl Thomas und Karlheinz Stalder 
Aus der Medizinischen Forschungsanstalt der Max-Planck-Gesellschaft, Géttingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Mai 1959) 


Nachdem sich fiir die im Harn ausgeschiedenen substituierten 
Malonsiuren ein Zusammenhang mit dem Aminosiurestoffwechsel 
(Valin > Methylmalonsiure!?; Isoleucin-> Athylmalonsiure*) zeigen 
lieB, lag es nahe, auch fiir die regelmafBig im Harn zu findende Malon- 
siure* die Méglichkeit einer derartigen Herkunft aus dem Eiweifstoff- 
wechsel anzunehmen. 

In Frage kommen Asparaginsiiure und ihr Halbamid Asparagin, 
von denen Abbaureaktionen iiber Oxalessigsiure und Fumarsiure 
bekannt sind. Auch in den eingangs erwihnten Fallen ist der Abbau 
zu — dort entsprechend substituierten — Malonsiiuren nur ein sehr 
geringe Mengen erfassender Nebenweg. Nach einem solchen war hier 
analog zu fahnden. 


Fitterungsversuche 


Fiitterung von Asparaginsiure an Ratten hatte keine Vermehrung 
der Malonsdureausscheidung zur Folge, eine solche zeigte sich jedoch 
deutlich bei Fiitterung von Asparagin (s. Abb.). 

Kontrolle der Asparaginsiure- bzw. Asparaginausscheidung wihrend 
der Fiitterungsversuche ergab, dafi auch unter der starken einseitigen 
Aminosiurebelastung weniger als 1°, der verfiitterten Menge unver- 
aindert im Harn erscheint (s. Versuchsteil). 

Gepriift sollte ferner werden, ob durch gleichzeitige Belastung mit 
einer gréBeren Menge Citronensiure méglicherweise der nicht direkt in 
den Citronensiurezyklus einmiindende Nebenweg begiinstigt wird. Es 
zeigte sich jedoch schon bei simultaner Fiitterung von Asparagin und 
Citronensiure eher ein Absinken des Malonsiurewertes gegeniiber den 
vorhergehenden Versuchsperioden, in denen Asparagin allein gefiittert 
wurde. Allerdings kann es sich auch unabhingig um die Auswirkung 
einer Fermentadaptation handeln, da bei den aufeinanderfolgenden 


1 QO. Barnabei, A. Valyasevi, L. A. Barness u. P.Gyérgy, Arch. Bio- 
chem. Biophysics 69, 259 [1957]. 
2 K. Thomas u. K. Stalder, diese Z. 318, 22 [1958]. 
3K. Stalder, diese Z. 314, 205 [1959]. 
4K. Thomas u. H. Kalbe, diese Z. 293, 239 [1953]. 
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Werten eine stetig sinkende Tendenz auffillt. Nach Absetzen des Aspa- 
ragins bei fortgesetzter Citronensiurefiitterung geht die Malonsiure- 
ausscheidung bis zur Nachweisgrenze zuriick. 

Die Bernsteinsiure ist unter der Citronensiurefiitterung etwas ver- 
mehrt, wihrend die Methylmalonsiure praktisch verschwindet. 


Ss 
= 


S 
» 


1g ausgeschiedene Saure —=— 


mM 
S 
Pa 








Ausscheidung von Malonséure im Harn von 10 Ratten. Aufeinanderfolgende 
Sammelperioden von 48 Stdn. (jeweils eine Saule). Wo durch + bezeichnet, 
liegen die Sammelperioden 48 Stdn. auseinander. 


Versuch 1 (schraffierte Saulen) 10 9, Gesamtgewicht 2,91 kg. Wahrend der mit 
Pfeilen bezeichneten Sammelperioden wurden 500mg Asparaginsiure pro Tag 
und Tier verfiittert. 


Versuch 2 (volle Saulen) 9 9, 1 3, Gesamtgewicht 2,165 kg. Wahrend der mit aus- 

gezogenen Pfeilen bezeichneten Sammelperioden wurden 500 mg Asparagin (als 

wasserfreie Substanz berechnet) verfiittert, wahrend der mit gebrochenen Pfeilen 
bezeichneten Sammelperioden 500 mg Citronensaure. 


Besprechung der Ergebnisse 


Die im Harn ausgeschiedene Malonsiure ist nur ein geringer Prozent- 
satz der gebildeten, da sie im Stoffwechsel sehr gut abgebaut wird. 
Nakada, Wolfe und Wick® konnten mit “4C-markiertem Malonat 
dessen Decarboxylierung durch verschiedene Gewebe der Ratte (Niere, 
Leber, Herz und Zwerchfell) in vitro nachweisen. In Rattenleber- 
schnitten fand sich die Aktivitit des eingesetzten Malonats in isoliertem 
Acetoacetat wieder. Hosoya und Kawada® beobachteten einen Abbau 





5 H. J. Nakada, J. B. Wolfe u. A. N. Wick, J. biol. Chemistry 226, 145 
[1957]. 
6 N. Hosoya u. N. Kawada, J. Biochemistry [Tokyo] 45, 363 [1958]. 
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der Malonsiure durch menschliches Placentargewebe. Ubereinstimmend 
fand sich in beiden Arbeiten eine Abhingigkeit der Reaktion von 
Coenzym A, ATP und Mg”. 

Wir fanden in einem anderen Zusammenhang in einer friheren 
Arbeit? nur etwa 1—2% verfiitterter Malonsiiure im Harn wieder. 

Aussagen, welcher Anteil des verfiitterten Asparagins zur Malon- 
siiure abgebaut wird, sind so mit einer groBen Unsicherheit belastet. 
Bei der um etwa 0,2 mg vermehrten Ausscheidung pro Sammelperiode 
wihrend der Fiitterung, ist anzunehmen, daf in der GréBenordnung 
20 mg Malonsiure gebildet wurden. Das wiiren aber nur 44—14% der 
stéchiometrisch maximal méglichen Menge. 

Die als Amid ,,maskierte‘‘ {-Carboxylgruppe beim Asparagin 
bewirkt, daB es auf einem Nebenweg des Abbaus zur Decarboxylieruny 
und Desaminierung am «-Carboxyl kommt, wihrend von der Haupt- 
menge — bei der Asparaginsiure offenbar ausschlieBlich — der bekannte 
Weg iiber Oxalessigsiure und Fumarsiiure in den Citronensiurezyklus 
durchlaufen wird. 

Es ist denkbar, daB im Mechanismus des Abbaus in vivo Substanzen 
vom Typ des Carnosins eine Rolle spielen. Solche f-Alanylpeptide 
kénnen als erste Abbaustufe von Asparaginyl-f-peptiden aufgefabt 
werden, in denen die £-Carboxylgruppe ahnlich wie beim Asparagin 
maskiert ist, -wodurch in analoger Weise eine Decarboxylierung am 
«-Carboxyl begiinstigt wird. Der dabei entstandene f-Alaninrest wire — 
wie von Kupiecki und Coon’ gezeigt — durch Transaminierung in 
Malonsiaurehalbaldehyd iiberfiihrbar und lieferte durch weitere Oxy- 
dation Malonsiaure. 

Moéglicherweise gehen auch diese letzten Schritte vor Spaltung der 
Peptidbindung vor sich. Einen Hinweis darauf liefert die Auffindung 
von Malonyltryptophan in héheren Pflanzen*. Von den Autoren der 
betreffenden Arbeit wird zwar eine Ubertragung der Malonséure vom 
Malonyl-Coenzym A auf das Tryptophan diskutiert, man kann sich das 
Konjugat aber auch aus f-Asparaginyl-tryptophan entstanden denken. 
Natiirlich muB offen bleiben, wie weit hier Unterschiede zwischen 
tierischem und pflanzlichem Stoffwechsel bestehen. 


Weitere Entstehungswege der Malonsiiure im Organismus sind 
kiirzlich durch Barnabei® und durch Wakil’® und Brady” gezeigt 
worden. Barnabei fand Malonsaure bei der Durchstrémung der isolier- 
ten Rattenleber mit Uracil und mit Cytosin. Nach Wakil und, unab- 
hangig von ihm, nach Brady, ist Malonsiure in Form von Malonyl- 
Coenzym A, das durch Carboxylieren von Acetyl-Coenzym A gebildet 


7 F. P. Kupiecki u. M.J.Coon, J. biol. Chemistry 229, 743 [1957]. 
8 N. E.Good u. W. A. Andreae, Plant Physiol. 32, 561 [1957]. 

® 0. Barnabei, Boll. Soc. ital. Biol. sperim. 84.779 [1958]. 

10 §. J. Wakil, J. Amer. chem. Soc. 80, 6465 [1958]. 

11 R. O. Brady, Proc. nat. Acad. Sci. USA 44, 993 [1958]. 
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wird, ein Zwischenprodukt bei der Fettsiuresynthese. Obwohl freie 
Malonsaure selbst nicht in diesem Stoffwechselweg auftritt, ist doch 
denkbar, daB geringe Anteile aus der Coenzym-A-Verbindung frei werden. 

Ein Zusammenhang mit Polyenfettsiuren, an den man auch 
denken muBte, lieB sich in unserer friiheren Arbeit nicht nachweisen‘. 


Beschreibung der Versuche 


Verabfolgte Substanzen: L-Asparaginsaure (NBCo, Cleveland, Ohio). L-Aspa- 
ragin (Merck, Darmstadt). Citronenséure p. A. (Merck, Darmstadt). 

Versuchstiere, Fiitterung, Harngewinnung v¢gl. 1. c.2 und Legende zur Ab- 
bildung, S. 257 dieser Mitteilung. 

Die Dicarbonséurebestimmungen im Harn wurden wie friher beschrieben 1? 
ausgefiihrt. 

Bestimmung von Asparaginséure bzw. Asparagin im Harn: Fiir die vor- 
liegende Fragestellung (orientierende Untersuchung auf nur eine Aminosiure) 
erschien eine papierchromatographische Methode ausreichend. Austauscher- 
chromatographische Methoden, wie z. B. die von Stein und Moore” angegebene, 


% Rs-Werte* der Malonsaure 








Lésungsmittelsystem Lésungsmittelsystem 
Herkunft Isoamylformiat/Wasser/ Xylol/Phenol/85proz. 
konz. Ameisensaure 11:1:2 Ameisensaiure 7:3:1 
Asparaginsaure- 
fiitterung. .... 30,0 (30,5)** 9,5 (11,5) 
Asparaginfiitterung . . 24,0 (24,5) 11,5 (10,5) 








* Bezogen auf Sebacinsiure = 100; vgl. H. Kalbe’. 
** In Klammern: jeweils auf dem gleichen Bogen mitgelaufene Vergleichssubstanzen. 


sind genauer und liefern eine fortlaufende Extinktionskurve, wahrend eine ein- 
dimensionale papierchromatographische Trennung samtlicher vorkommender 
Aminosauren nicht méglich ist. Die hier nur interessierende Asparaginsaure 1a8t 
sich mit dem von Mc Farren?!® angegebenen, mit Phosphatpuffer py 12 gepuffer- 
ten Phenol aus einem Gemisch der iiblichen Aminosaéuren eindimensional ab- 
trennen. 

Bei der Papierchromatographie wurde eine Fraktion eingesetzt, die durch 
Adsorption eines aliquoten Teils des zu untersuchenden Harns an Lewatit S 100 
und anschlieBende Elution mit ln Ammoniak und Entfernen des Ammoniaks 
im Vak. gewonnen wurde. Die quantitative Auswertung der Papierchromatogramme 
erfolgte nach Fischer und Dérfel!®. Bei den Fiitterungsversuchen mit Asparagin 
wurde die, wie angegeben, am Austauscher gewonnene Fraktion mit gleichen Teilen 
6n HCl und konz. Ameisensaure 6 Stdn. bei 100° hydrolysiert. Bei diesem Vorgehen 
werden die freie und evtl. in niedrigmolekularen Peptiden gebundene Asparagin- 
siure und das Asparagin gleichzeitig erfaBt. Nicht entschieden wird dabei, wieweit 
die gefundene Vermehrung (s. u.) der C,-Monoaminodicarbonsaure im Harn unter 
Fiitterung von Asparagin das Amid oder die freie Saure betrifft. 


122 K. Stalder, diese Z. 811, 221 [1958]. 

13 H. Kalbe, diese Z. 297, 19 [1954]. 

14§.Moore u. W.H. Stein, J. biol. Chemistry 192,663 [1951]; W. H. 
Stein, J. biol. Chemistry 201, 45 [1953]. 

15 K. F. McFarren, Analytic. Chem. 23, 168 [1951]. 

16 F,G. Fischer u. H. Dérfel, Biochem. Z. 324, 544 [1953]. . 
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Im einzelnen fanden sich 

bei der Asparaginsaurefiitterung (10g pro 48 Stdn. und 10 Tiere) im 
Harn 31 mg (nach Abzug der in der Vorperiode bestimmten normal ausgeschie- 
denen Menge) oder 0,31% der verfiitterten Menge, 

entsprechend bei der Asparaginfiitterung (10g w.o.) 77 mg, das sind 
0,77% der verfiitterten Menge. Der Unterschied des Molekulargewichts von 
Asparaginséure und Asparagin ist dabei zu vernachlassigen. 

Die Methode erfaBt, wie mit halbierten Ansaitzen unter Zugabe bekannter 
Mengen gepriift wurde, iiber 90% der gesuchten Aminosauren. 


Wir danken Herrn Hermann Flachsbart fiir fleiBige und aufmerksame 
experimentelle Mitarbeit, der Hauptverwaltung der Bergbau-Berufs genossen- 
schaft, Bochum, fiir ihre Férderung. 


Zusammenfassung 


Nach Fiitterung von Asparaginsiure ist die Ausscheidung von 
- Malonsiure im Harn nicht vermehrt, wihrend sie nach Fiitterung von 
Asparagin signifikant ansteigt. Unter Beriicksichtigung der Ergebnisse 
anderer Autoren erscheint es méglich, dai der teilweise Abbau dieser 
Aminosaure zur Malonsiure in vivo in Peptidbindung erfolgt. 


Summary 


After feeding aspartic acid, the excretion of malonic acid in urine 
is not elevated, whereas it rises significantly after feeding asparagine. 
Considering the results of other authors it seems possible that the 
partial breakdown of the latter amino acid to malonic acid occurs in 
vivo while in peptide linkage. 
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Uber die Kohlenhydratkomponenten von y-Globulinen 
Von 


Fritz Micheel und Werner Kléker* 
Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Universitit Miinster (Westf. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Mai 1959) 


Bei der Untersuchung der Kohlenhydratkomponente von Serum- 
proteinen fanden Micheel und Suthaus? erstmalig, daB sich im Poly- 
saccharid des y-Globulins aus Rinder-Serum auBer Mannose, Galaktose 
und Glucosamin auch Fucose findet. Durch einen neuartigen Abbau des 
y-Globulins mit Triithylamin-Wasser konnte von Micheel und 
Suthaus ferner ein Glykopeptid mit etwa 80% Gesamt-Kohlenhydrat 
isoliert werden?. Die papierchromatographische Bestimmung seiner 
Bausteine ergab, daB dieses Produkt die Gruppen in folgendem Ver- 
hiltnis enthalt: 


Glucosamin 4 Glutaminsiure 1 

Galaktose 2 Asparaginsiure 1 

. Mannose 4 Phenylalanin %4 
Fucose 1 


Gleichzeitig isolierten Rosevear und Smith® auf enzymatischem 
Wege Glykopeptide aus menschlichem y-Globulin. Die Zusammen- 
setzung von deren Kohlenhydratkomponente war dem aus Rinder-y- 
Globulin ahnlich. H. E.Schultze und Mitarbeiter untersuchten die 
gebundenen Kohlenhydrate in isolierten Plasmaproteiden und fanden 
beim menschlichen y-Globulin ebenfalls die gleichen Bausteine. 
Hexosen und Glucosamin finden sich in etwa dem gleichen Verhilt- 
nis wie im y-Globulin aus Rinderserum. 

Da die Kohlenhydratkomponente eine entscheidende Rolle fiir die 
Antigen-Antikérper-Wirkung spielt und die y-Globulin-Fraktion im 
wesentlichen Traiger der Antikérper ist, untersuchten wir die Kohlen- 
hydratkomponente des y-Globulins gesunder und kranker Individuen 
verschiedener Tier-Species. 


* Der eine von uns (K.) dankt der Dr.Karl-Merck-Stiftung fiir ein 
Stipendium. 

1 F. Micheel u. F.Suthaus, Naturwissenschaften 48, 108 [1956]. 

2 F. Micheel u. F. Suthaus, Naturwissenschaften 45, 188 [1958]; F. Sut- 
haus, Dissertat. Miinster 1958; vgl. auch A. Kihlkamp, Dissertat. Miinster 1954. 

3 J. W. Rosevear u. E. L. Smith, J. Amer. chem. Soc. 80, 250 [1958]. 

4H. E. Schultze, R. Schmidtberger u. H. Haupt, Biochem. Z. 329, 490 
[1958]. 
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Wir berichten im folgenden iiber die Untersuchung der Kohlen- 
hydratkomponenten der y-Globuline aus dem Serum normaler und 
pathologischer Rinder und Schweine sowie aus dem Serum von Enten. 
Zum Vergleich wurden das y,- und ,-Globulin aus dem Serum normaler 
Rinder untersucht. Es wurde bestimmt: der Gehalt an Hexosen (Galak- 
tose, Mannose), Fucose, Glucosamin und Neuraminsiure. 


Methodisches und Experimentelles 


Aus Rinderserum wurden nach der von Micheel und Suthaus? etwas 
modifizierten Vorschrift von Hess und Deutsch® folgende Chargen der -Glo- 
bulin-Fraktionen* gewonnen: 

GI, aus Serum des Mischblutes zweier normaler Kiihe, etwa 5 Jahre alt. 

G III, aus dem Serum eines jungen Bullen, 10 Monate alt; das Tier war nie 
sichtlich erkrankt. 

G IV T, aus dem Serum einer etwa 5 Jahre alten Kuh, die auf eine ,,Tuber- 
kulin-Probe“ positiv reagierte, aber sonst nie sichtlich erkrankt war. 

GV St, aus dem Serum einer 7jihrigen Kuh; 4mal gekalbt; nach jedem 
Kalben akute Euterentziindung, hervorgerufen durch . Streptococcus agalactiae 
bzw. Streptococcus mastitidis; Tbc- und Brucellose-(Bang-)frei; eine bakteriolo- 
gische Untersuchung erfolgte nicht, da diese nach Ansicht des untersuchenden 
Tierarztes erfolglos gewesen wire, weil zum Zeitpunkt der Schlachtung die Ent- 
zindung schon wieder ausgeheilt und das Gewebe stark vernarbt war. 

Ferner wurde nach der von uns etwas modifizierten Vorschrift von Hess 
und Deutsch‘ aus dem gleichen Serum wie das y-Globulin GI das y,- und y,- 
Globulin (Chargen: G, I bzw. G, I) gewonnen. 

Zur Gewinnung der y-Globulin-Fraktion aus Schweineserum wurde eine 
von uns abgeanderte Vorschrift angewandt, die von Nichol und Deutsch** zur 
Jsolierung von y-(7»-)Globulin aus dem Serum verschiedener Tierspecies aus- 
gearbeitet wurde. 

Es wurden folgende Chargen gewonnen: 

GS I, aus‘dem Serum des Mischblutes mehrerer normaler Schweine. 

GS II P, aus dem Serum des Mischblutes dreier kleiner Schweine, die an 
einer chronisch gewordenen Pneumonie mit groBen Lungenabszessen, hervor- 
gerufen durch Bacterium bipolare suis, erkrankt waren. 

In Anlehnung an die Vorschrift zur Isolierung von y-Globulin aus Schweine- 
serum wurde von uns eine entsprechende fiir die Gewinnung des y-Globulins aus 
Entenserum ausgearbeitet (Kinzelheiten s. Fallungsschema) und nach dieser 
Vorschrift erstmalig die y-Globulin-Fraktion im gréBeren Ma8e isoliert (Chargen 
GET und G ETI). 

G E I, aus dem Serum, das aus dem Blut von etwa 70 weiBen amerik. Peking- 
Enten, 11 Wochen ait, gewonnen wurde. 

G E II, aus dem Serum, das aus dem Blut (5/1) von etwa 150 weiBen amerik. 
Pekingenten, 8 Wochen alt, gewonnen wurde. 


Ubersicht iiber die Isolierung von 
y-Globulin aus Entenserum 
1000 ml Entenserum (pq etwa 7,7) + 3000 ml Wasser (py sinkt auf 7,6), 
+ etwa10—14ml 0,2m Na,HPO, (bis auf pq 7,7) + 2700 ml 50 vol.-proz. Athanol; 
Endvolumen: etwa 6710 ml; Endgehalt an Athanol: 20%; Fallungstemperatur: 
+ ]° bis —6°. 


5 E. L. Hess u. H. F. Deutsch, J. Amer. chem. Soc. 70, 84 [1948]. 

58 J. Ch. Nichol u. H. F. Deutsch, J. Amer. chem. Soc. 70, 80 [1948]. 

* Es wurde jeweils der wasserlésliche Anteil verwendet. Wir verzichten 
darauf, ihn im folgenden als ,,Pseudo‘‘-y-globulin zu bezeichnen. 
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Lésung A Fallung A (rohes y-Globulin, etwa 6,2 g), gelést in 180 ml 
verworfen 0,15m NaCl; einlaufen lassen in 2790 ml Wasser + etwa 30 ml 
0,05m Essigsiure. 
Endvolumen: 3000 ml, py 5,1 + 0,05; Fallungstemperatur: 
+ 1° bis 0° 








Fallung B Lésung B + etwa 34 ml 0,2m Na,HPO, bis pH 7,4 + 0,1 
(etwa 2,4¢; ,,B“- -+ 3000 ml 50 vol.-proz. Athanol. ; 

und etwas y-Glo- Endvolumen: etwa 6000 ml; Gehalt an Athanol: 25 Vol.%; 
bulin) verworfen Endtemperatur: —8° 





unt 
‘ 

Lésung C Fallung C, gelést in 200 ml 10proz. NaCl-Lésung; Schnell- 

verworfen dialyse gegen dest. Wasser. 


Innenraum: Zentrifugiert von (etwa 0,6g) ausgefallenem 
Euglobulin, Gefriertrocknung der Lésung: etwa 1,5 bis 2,0 g 
y-Globulin. 


Die genannten y-Globulin-Chargen (auBer G III) wurden mit 5n Ameisen- 
siure hydrolysiert® und nach einer von Micheel und Suthaus!»? ausgearbeiteten 
und jetzt weiter modifizierten Aufarbeitungsmethode aus dem Hydrolysat ein 
rohes Kohlenhydrat, das noch Aminosiure gebunden enthalt, in Form eines 
amorphen Produktes isoliert. Diese Praparate wurden nach anschlieBender Total- 
hydrolyse mit 2n HCl einer papierchromatographischen Baustein-Analyse unter- 
worfen. (Einzelheiten sind dem ,,Schema der Ameisensdéure-Hydrolyse“ zu ent- 
nehmen.) Es wurde nach der absteigenden Methode mit einem aus n-Butanol, 
Pyridin und Wasser im Verhialtnis 3:1:1 bestehenden Losungsmittelgemisch 
gearbeitet. 

Schema der Ameisensaure-Hydrolyse 


5g y-Globulin (Kohlenhydratgehalt 2,2—3,6%) + 250 ml 5n Ameisensiure 
werden 8 Stdn. unter Riickflu8 zum Sieden erhitzt, dann zur Entfernung der 
Ameisensiure mehrmals im Vak. mit Wasser auf 50 ml eingedampft; die letzten 
50 ml werden durch Gefriertrocknung entfernt. 

Das gefriergetrocknete Hydrolysat I wird in etwa 150 ml Wasser gelést, 
die Lésung mit konz. Natriumcarbonatliésung auf py 7—8 gebracht; Aminosduren 
und Peptide werden mit 25proz. Quecksilber(II)-acetat-Lésung als Quecksilber- 
carbaminate gefallt: Dann wird zentrifugiert. 


5 4 








Fallung Lésung 
(nicht ansiuern mit Hisessig auf etwa pu 4; H,S einleiten, filtrieren 
untersucht) 

HgS Filtrat 


im Vak. zur Trockne eindampfen; Natriumacetat in etwa 
100 ml 85proz. Methanol lésen, mit konz. Salzsaure bis py 1—2 
ansduern, durch Glasfritte filtrieren 


| 


NaCl Filtrat 
im Vak. zur Trockne eindampfen, iiber P,O, und NaOH ge- 
trockneten Kristallbrei mit absol. Pyridin eluieren 


6 E. Kofranyi, Naturwissenschaften 87, 91 [1950]. 
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4 ' 
NaCl Pyridin-Lésung 
im Vak. eindampfen, Sirup mit etwa 2 ml 2n HCl 2 Stdn. in 
zugeschmolzenen Glasrohr im siedenden Wasserbad erhitzen. 
HCl-Lésung im Vak.-Exsikkator zur Trockne eindunsten, mit 
etwa 5 ml Wasser aufnehmen und mit einer Suspension vor 
Ag,CO, in Wasser bis py 5 versetzen; zentrifugieren 





| | 
Fallung Lésung 
AgCl . im Vak.-Exsikkator eindunsten; im Riickstand: Mono. 
saccharide 


Papierchromatographische Analyse: Glucosamin, 
Galaktose, Mannose, Fucose 


Der Hexosengehalt der y-Globulin-Fraktionen wurde nach der von 
- Micheel und van'de Kamp’ modifizierten Orcin-Methode nach Sérensen und 
Haugard?® ermittelt. Die Extinktionen wurden mit einem Pulfrich-Photometer* 
mit dem Filter S 43 gemessen und auf eine Eichkurve bezogen, die mit einem 
Zuckergemisch (28% Galaktose, 56% Mannose und 16% Fucose) aufgenommen 
wurde. Nach Subtraktion des anschlieBend bestimmten Fucosegehaltes von dem 
ermittelten Wert (Galaktose, Mannose und Fucose) wurde der Hexosengehalt 
(Galaktose, Mannose) erhalten. 

Die Fucose wurde mit Hilfe der von Dische® angegebenen Farbreaktion 
der Methylpentosen mit Cystein-hydrochlorid bestimmt. Die Absorption bei den 
Wellenlangen 396 mu und 430 mu wurde mit einem Spektralphotometer UNICAM 
(Cambridge) gemessen. 

Der Glucosamingehalt wurde nach Elson und Morgan?® in der Modi- 
fikation von Blix™ bestimmt. Die den mit dem Pulfrich-Photometer (Filter S 53) 
ermittelten Extinktionen entsprechenden Glucosaminwerte wurden einer mit 
reinem Glucosamin-hydrochlorid aufgenommenen Bezugskurve entnommen. Die 
erhaltenen Werte wurden auf N-Acetyl-glucosamin umgerechnet. 

Neuraminsaure wurde nach der auf Klenk’ zuriickgehenden Methode 
von Béhm und Mitarbeitern' in der teilweisen Abanderung von Schultze und 
Mitarbeitern‘ bestimmt. Die Extinktionen der mit Bials Reagenz erhaltenen ge- 
farbten Lésungen wurden mit dem Pulfrich-Photometer gemessen (Filter S 57) 
und auf eine Eichkurve bezogen, die mit Methoxy-neuraminsaure** aufgenommen 
wurde. Die erhaltenen Werte wurden auf V-Acetyl-neuraminsiure umgerechnet. 


Ergebnisse 


Die Ergebnisse der photometrischen Bestimmungen des Hexosen-, 
Fucose-, Glucosamin- und Neuraminsiure-Gehaltes der y-Globulin- 
Fraktionen zeigt Tab. 1. 


? F. Micheel u. F. P. van de Kamp, Chem. Ber. 85, 1096 [1952]. 
8 M. Sorensen u. G. Haugard, Biochem. Z. 260, 247 [1933]. 
9 Z. Dische u. L. B. Shettles, J. biol. Chemistry 175, 595 [1948]. 
10 A, Elson u. W. T. Morgan, Biochem. J. 27, 1824 [1933]. 
11 G. Blix, Acta chem. scand. 2, 467 [1948]. 
12 EF. Klenk u. H. Langerbeins, diese Z. 270, 185 [1941]. 
13 P. Bohm, St. Dauber u. L. Baumeister, Klin. Wschr. 32, 289 [1954]. 
* Gerat Carl Zeiss, Jena; mit Wechsellicht-Zusatzgerit Zeiss-Opton (Ober- 
kochen, Wiirtt.). 
** Herrn Prof. Dr. Klenk, Kéln, danken wir fiir die Uberlassung der Methoxy- 
neuraminsaure. 
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Tab. 1. Kohlenhydratgehalt der y-Globulin-Fraktion verschiedener Tiere in %. 











y-Globulin Hexosen Fucose N-Acetyl- N-Acetyl- 
glucosamin | neuraminsaure 

G III 0,8(0) 0,20 1,2 0,21 
+1 0.7(6) 0.21 12 0,20 
GI 0,5(7) 0.20 12 024 
G,I 0,6(2) 0,22 1,2 0,16 

G IV T 0,8(2) 0,18 1,2 0,16 
G V St 0,8(8) 0.21 1 0,13 
+SI 0.7(1) 0.18 1.2(5) 0,15 
+SILP 0.7(1) 0,19 ? 0,14 
rEI 2,0 0,20 ? if 

G E II 1,6 0,11 1,5 0,36 











Wegen der geringen zur Verfiigung stehenden Substanzmenge konnte der 
Glucosamin- bzw. Neuraminséuregehalt von GS II P und GET nicht bestimmt 
werden. Das gegeniiber dem Glykopeptid von Micheel und Suthaus? ab- 
weichende Verhaltnis Glucosamin: Hexosen ist darauf zuriickzufiihren, daB beim 
Triathylaminabbau ein weiteres glucosaminhaltiges aber hexosefreies Polypeptid 
erhalten wird. 


Ein signifikanter Unterschied im Hexosengehalt des jungen Tieres 
(G III) und der alteren Tiere ist bei den Rinder-y-Globulinen nicht fest- 
zustellen. Ebensowenig unterscheiden sich in diesem Punkt die kranken 
von den gesunden Tieren, sowohl bei den Rindern als auch bei den 
Schweinen. 

Auffallend ist der hohe Hexosengehalt bei den Enten, wihrend 
sich bei einer Charge der Fucosegehalt kaum von dem der Rinder und 
Schweine unterscheidet. Bemerkenswert ist auch, daB sich der Glu- 
cosamingehalt des y-Globulins der Rinder und der Schweine weder bei 
den gesunden noch bei den kranken Individuen unterscheidet. Jedoch 
differiert das y-Globulin der Enten sowohl durch seinen relativ hohen 
Hexosengehalt als auch durch seinen hohen Neuraminsiuregehalt von 
dem der anderen Species. Bei den Fraktionen aus Rinderserum ist eine 
deutliche Abnahme des Neuraminsiuregehaltes bei den kranken gegen- 
iiber den gesunden Individuen zu erkennen. Bei den Chargen aus 
Schweineserum kommt dies nicht so sehr zum Ausdruck. — Im +,-Glo- 
bulin (G, I) aus Rinderserum fanden wir betriichtlich mehr Neuramin- 
siure als im y,-Globulin (G, I). Dagegen unterscheiden sich die Kohlen- 
hydrat-Komponenten dieser beiden Substanzen im Fucosegehalt nur 
geringfiigig und im Hexosen- und Glucosamingehalt praktisch nicht 
voneinander. 

Das Ergebnis der papierchromatographischen Untersuchung der 
Kohlenhydratkomponenten der genannten y-Globulin-Chargen sowie 
des y,- und y,-Globulins (G, I und G, I) zeigt Tab. 2. 
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Tab. 2. Zusammensetzung der Kohlenhydratkomponenten des y-Globulins 
verschiedener Tiere. 








Verhiltnis 
y-Globulin | Glucosamin | Galaktose Mannose Fucose | Galaktose : 
Mannose 
ae Ramer am <P = 1:2 
I a ots a 5 ce Gloats 1:2 
mE Srdeats (+) ++ + 1:2 
ol as Seals ee 4 a 1:2 
Iv T artes r) oa +(+) | Lbaw.1,5:2 
V St ht a oat = oe +(+) | 1:1 
SI Sori =i Po ++ 1: 2,5 
SIP Sides a6 HT + 1: 2,5 
El +++) Sec eae rats ap 3:2 
E Il = eo = a ae = ete 3:2 


MRMNOAMOOOOMD 

















* GBI ist ein zum Vergleich dienendes, dialysiertes Triathylaminhydrolysat 
von Rinder-y-Globulin (Behring), mit 2n HCl total hydrolysiert. 

Zeichenerklarung: +--+--+ sehr viel; +--+ ziemlich viel; + wenig, (+) sehr 
wenig; +-+(-+) keine eindeutige Abschaétzung méglich, schwankt zwischen + + -- 
und ++; +(-+) keine eindeutige Abschétzung méglich, schwankt zwischen + -- 


und +. 


Aus Tab. 2 ist zu ersehen, da die Kohlenhydratkomponente aller 
untersuchten 7-Globuline die gleichen Bausteine (Glucosamin, Galak- 
tose, Mannose und Fucose) enthalt, diese jedoch bei verschiedenen 
Species in verschiedenen Mengenverhiltnissen zueinander stehen. 


Diskussion 


Wie papierchromatographische Untersuchungen der Ameisensiure- 
hydrolysate von den verschiedenen y-Globulin-Fraktionen zeigten, 
unterscheiden sich die Kohlenhydratkomponenten der y-Globuline 
aus Rinderseren nur geringfiigig. 

Zwischen dem durch Triithylamin-Wasser-Hydrolyse? an Kohlen- 
hydrat angereicherten Produkt GBI und den Ameisensiurehydro- 
lysaten von GI, G, I, G,I und evtl. GIV T besteht kaum ein Unter- 
schied. Die halbquantitative Bestimmung der Menge der verschiedenen 
Hexosen aus der Farbintensitit der mit Anilin-hydrogenphthalat sicht- 
bar gemachten verschiedenen Zuckerflecke ergab, daB das Verhiltnis 
Galaktose zu Mannose etwa 1:2 betriigt. 

Ein gleiches Verhiltnis der beiden Zucker fanden Schultze und 
Mitarbeiter* auch beim normalen menschlichen y-Globulin. 

Bei GV St lieB sich eindeutig ein héherer Galaktosegehalt nach- 
weisen. Das Verhiltnis Galaktose zu Mannose ist dort 1:1. Beim GIV T 
konnte man keine genauen Aussagen iiber eine Vermehrung des Galak- 
tosegehaltes machen. Das Verhiltnis Galaktose:Mannose ist bei den 
Schweine-y-Globulinen (GSI und GSIIP) etwa 1:2,5. Die beiden 
Chargen GSI und GSIIP enthielten somit etwas mehr Mannose als 
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das Rinder-y-Globulin. Auffallend ist der hohe Galaktosegehalt beim 
Enten-y-Globulin. Mit dem Verhialtnis der Galaktose zur Mannose (3:2; 
bei GET evtl. sogar 4:2) weicht die Kohlenhydratzusammensetzung 
stark von der der anderen y-Globuline ab. Schultze und Mitarbeiter* 
fanden ein ahnliches Verhaltnis (2:1) beim menschlichen «-Globulin. 
Wahrend wir beim y-Globulin aus einem pathologischen Rinderserum 
(GV St; evtl. auch GIVT) eine deutliche Verschiebung der Zucker- 
zusammensetzung der Kohlenhydratkomponente zugunsten der Galak- 
tose feststellen konnten, war bei dem y-Globulin von den kranken 
Schweinen (G S II P) eine derartige Verinderung der Zuckerzusammen- 
setzung nicht zu beobachten. Dies mag dadurch begriindet sein, daB 
nicht nur die y-Globulin-Fraktion, sondern auch die £- und «-Globuline 
Antikérper enthalten'*. — Bei der elektrophoretischen Untersuchung 
des Serums fiir GS II P hatte es sich auch gezeigt, daB der «-Globulin- 
Gradient stark vergréBert war. 

Die Untersuchungsergebnisse deuten darauf hin, daB die Galaktose 
als Kohlenhydratbaustein der Globuline eine Bedeutung in der Immuno- 
chemie haben kann. Dies kommt bei GV St (aus patholog. Rinder- 
serum) und bei G EI und GEII (aus Entenserum) zum Ausdruck. Die 
Enten sind bekanntlich gegen Krankheiten verschiedenster Art be- 
sonders widerstandsfahig. 

Dem nach der Ameisensiurehydrolyse papierchromatographisch 
ermittelten Fucosegehalt darf kein groBer Wert beigemessen werden, da 
die Fucose zu etwa 75% schon wihrend der Ameisensiaurehydrolyse in 
Freiheit gesetzt wird, und dann durch Huminbildung dem Nachweis 
verlorengeht. 

Die Feststellung, daB keine nennenswerten Differenzen im Hexosen- 
gehalt der y-Globulin-Fraktionen aus dem Serum normaler und patho- 
logischer Rinder festzustellen waren, steht im Einklang mit den Resul- 
taten anderer Autoren. Schultze und Mitarbeiter!® fanden, daB der 
Kohlenhydratgehalt (Hexosengehalt), der bei normalen y-Globulinen 
vom Pferd etwas héher liegt als bei solchen vom Mensch oder Rind, 
durch die Hyperimmunisierung der GroBtiere mit Diphtherie- oder 
Tetanus-Antigenen keine Veriinderung erfihrt. Smith und Mitarbeiter!® 
gelangten zu entsprechenden Ergebnissen. — Bemerkenswert ist der 
geringe Unterschied des Fucosegehaltes sowohl beim Rinder- und 
Schweine- als auch beim Enten-y-Globulin (G EI). Ob der unterschied- 
liche Fucosegehalt und der hohe Hexosengehalt der Chargen G E I und 
G E II mit dem Gehalt an 19-S-Komponenten* (20 bzw. 5%) und dieser 
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14 F. B. Seibert u. J. W. Nelson, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 49, 77 [1942]. 

18 H. E. Schultze, M.Schénenberger u. M. D. Matheka, Behringwerk- 
Mitteilung 26, 52 [1952]. 

1 E. L. Smith, R. D. Greene u. E. Bartner, J. biol. Chemistry 164, 359 
[1946]. 

* Eine Untersuchung der genannten Substanzen gemeinsam mit H. Ru- 
dolph in der Spinco-Ultrazentrifuge. Modell E, ergab, daf} diese neben der Haupt- 
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wiederum mit dem verschiedenen Alter der Enten zusammenhangt, mu8 
dahingestellt bleiben. 

Bei den schneller sedimentierenden Vorkomponenten (8), = 18,4 S 
bzw. 19,2) bleibt die Frage offen, ob es sich um durch die Alkohol- 
fallung bedingte Polymerisations- (Assoziations-) Produkte der 7,6-S- 
Komponente handelt. Der hohe Kohlenhydratgehalt vonG EI bzw. GEII 
kénnte dagegen sprechen; denn durch Zonenelektrophorese und Ultra- 
zentrifugieren, also unter Umgehung der Athanolfillung, konnte aus 
dem menschlichen y-Globulin eine 19-S-Komponente isoliert. werden”, 
die darin mit einer Konzentration von 5 bis 10% enthalten war. Der 
Hexosengehalt dieser Substanz betrug 5,2% und der Fucosegehalt 
0,62%. Wunderly'® nahm schon friiher an, daB diese Makroglobuline 
Assoziationsprodukte des normalen y-Globulins sind, wobei diese durch 
Mucopolysaccharide miteinander verbunden sind. Auch andere Autoren" 
erkliren den hohen Kohlenhydratgehalt der 19-S-Komponente durch 
Komplexbildung der 7-S-Komponente mit anderen Glykoproteiden. 
Auch wurden die 19-S-y-Globuline mit dem Properdin®® in Beziehung 
gebracht. Das Properdin spielt als unspezifisches Immunglobulin des 
Blutes (Makroglobulin, s,, = 25 S)*! eine eminente Rolle bei der Abwehr 
von Infektionen, solange das Blut noch keine Antikérper gegen den 
entsprechenden Erreger enthiilt. Ob die 19-S-Komponente der Enten- 
y-Globuline shnliche Bedeutung hat, mu8 dahingestellt bleiben. 

Hinsichtlich des Glucosamin- und des Neuraminsauregehaltes unter- 
scheidet sich das Enten-y-Globulin auch sehr von dem der anderen Spe- 
cies. Wahrend das Verhialtnis N-Acetylglucosamin: Hexosen beim Rind 
bzw. Schwein etwa 1,5 bzw. 1,75 betrigt, ist es bei den Enten etwa 0,95. 

Beachtenswert ist der Unterschied im Neuraminsiuregehalt bei 
den y-Globulinen aus Rinderserum. Der hohe Wert beim y,-Globulin 


komponente mit einer Sedimentationskonstanten von 8) = 7,6 S eine zweite, 
schwerere Komponente mit der Sedimentationskonstanten sj) = 18,4 bzw. 19,2 S 
enthalten. Der Anteil dieser schweren Komponente betraigt bei G E I bzw. G E II 
20 bzw. 5%. Eine elektrophoretische Untersuchung der beiden Substanzen in 
der Antweiler-Apparatur ergab jeweils einen einzigen scharfen Gradienten, der 
jedoch eine geringe Inhomogenitét der Substanzen andeutete (mégliche Auf- 
spaltung in y,- und y,-Globulin). Die elektrophoretische Beweglichkeit des y-Glo- 
bulins aus Entenserum war etwas gréBer als die des aus Schweineserum erhaltenen. 
— Es ist nicht ausgeschlossen, daB8 die gewonnenen Substanzen G E I und G E II 
einen héheren Lipoidgehalt haben als die y-Globuline anderer Species; jedoch 
wurden noch keine weiteren Untersuchungen angestellt. 

17 -H. J. Miiller-Eberhard u. H. G. Kunkel, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 98, 
146 [1956]. 

18 C, Wunderly, F. Wuhrmann u. A. Hassig, Abstr. 6th Intern. Congr. 
Microbiol. Rome 2, 28 [1953]. 

19 A.M. Pappenheimer, .,The Nature and Significance of the Antibody 
Response“, S. 111, Columbia Univ. Press, New York 1953. 

20 L.|Pillemer, L. Blum, I. H. Lepow, O.A.Ross, E.W.Todd u. 
A.C. Wardlaw, Science [Washington] 120, 279 [1954]. 


21 B. Flaschentrager u. E. Lehnartz, Physiologische Chemie, Bd. II/2b, | 


S. 973, Springer-Verlag, Heidelberg 1957. 











(1959) 
, muB 


18,4 8 
‘ohol- 
7,6-S- 
G EI] 
Titra- 
2 alis 
Jen!’, 
. Der 
ehalt 
uline 
lurch 
ren!9 
lurch 
iden. 
hung 
. des 
wehr 

den 
iten- 


nter- 
Spe- 
Rind 
0,95. 

bei 


yulin 


eite, 
9,28 
E II 
n in 
_ der 
Auf- 
.Glo- 
nen. 
E II 
doch 


. 93, 





Bd. 315 (1959) |Kohlenhydratkomponenten von y-Globulinen 269 


(G, 1) und der entsprechend niedrige Wert beim y,-Globulin (G, I) 
entsprechen auch dem Unterschied in der elektrophoretischen Beweg- 
lichkeit. Ferner steht der geringe Gehalt der y.-Globulin-Fraktion, die 
der Trager vieler Antikérper ist, im guten Einklang mit dem geringen 
Neuraminsiuregehalt der y-Globuline aus pathologischem Rinderserum 
(GIV T und GV St). — Bei den Schweinen tritt ein derartiger Unter- 
schied zwischen normalen und kranken Individuen nicht zu Tage. 

Aus den Untersuchungsergebnissen kann man folgern, daB die 
Neuraminsiure bzw. deren Derivate als Bausteine der Kohlenhydrat- 
Komponente eine Rolle bei der Immunisierung spielen. Dies entspricht 
auch den Forschungsergebnissen von Klenk und Mitarbeitern”*, die 
nachwiesen, da N-Acetyl-neuraminsiure die Rezeptorsubstanz des 
Influenza-Virus B ist. Ferner wurde gefunden, da das _ ,,Receptor 
Destroying Enzyme“ aus Vibrio cholerae (RDE)* und das A-Toxin aus 
Clostridium welchii?4 aus Mucinen bzw. Serum N-Acetyl-neuraminsiure 
abspalten. 


Die Arbeiten wurden mit Unterstiitzung des Wirtschaftsministeriums 
des Landes Nordrhein-Westfalen ausgefiihrt. 


Zusammenfassung 

Die y-Globulin-Fraktion wurde aus dem Serum normaler und 
pathologischer Individuen verschiedener Species (Rind, Schwein, Ente) 
isoliert und die Zusammensetzung der Kohlenhydratkomponente der 
verschiedenen y-Globuline untersucht. Das y-Globulin aus dem normalen 
und pathologischen Serum unterscheidet sich weder beim Rind noch 
beim Schwein signifikant im Hexosen-, Fucose- und Glucosamin-Gehalt. 
Jedoch ist der Neuraminsiuregehalt der y-Globuline pathologischer 
Rinderseren betrichtlich geringer als derjenige normaler Seren. 

Die nach der Hydrolyse mit 5n Ameisensiure durchgefihrte papier- 
chromatographische Analyse ergab, daB alle Produkte die gleichen 
Bausteine aber zum Teil in verschiedenen Mengenverhiltnissen ent- 
halten. Bei den Fraktionen aus pathologischen Rinderseren und aus den 
Entenseren wurde eine Verschiebung des Verhiiltnisses Galaktose : Man- 
nose zugunsten der Galaktose gefunden. 

Die Kohlenhydratkomponente des y-Globulins aus Entenserum 
unterscheidet sich erheblich von der der anderen Species. Es scheint 
moglich, daB auBer dem Neuraminsiiuregehalt auch der Galaktose- 
gehalt der Globuline bei der Immunitit eine Rolle spielt. 


Summary 
The y-globulin fraction was isolated from the serum of normal and 
pathological individuals of different species (cattle, swine, duck) and 
the composition of the carbohydrate component of the various y-glo- 








22 BR. Klenk, H. Faillard u. H. Lempfrid, diese Z. 301, 235 [1955]. 
23 H. Faillard, diese Z. 305, 146 [1956]. 
24 PP, Bbhm, J. Ross u. L. Baumeister, diese Z. 308, 181 [1957]. 
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bulins investigated. The hexose, fucose and glucosamine content of the 
y-globulins of normal and pathological sera is not significantly different 
in cattle and swine. However, the neuramic acid content of y-globulins 
of pathological beef sera is markedly lower than that of normal sera. 

After hydrolysis with 5N formic acid, paper-chromatographic 
analysis showed, that the same components, sometimes in varying ratios, 
are contained in all the products. An increase in the ratio galactose/man- 
nose was found in fractions from pathological beef sera and duck sera. 

The carbohydrate component of the y-globulin from duck serum 
differs considerably from that of the other species. It seems possible, 
that besides the neuramic acid content, the galactose content of the 
globulins also plays a role in immunity. 
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Uber Hamoglobine, IP’ 
Die tryptische Spaltung des Humanglobins A 


Von 
B. Liebold und G. Braunitzer 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Mai 1959) 


Es wurden die optimalen Versuchsbedingungen untersucht, unter 
denen die Humanglobin-A-Partikel durch Trypsin gespalten wird. 

Verglichen wurden die Spaltungsergebnisse an Globin und Hamo- 
globin, ferner die Ausbeuten nach Denaturierung mit und ohne Harn- 
stoff. Die enzymatische Spaltung wurde durch automatische Titration 
der Carboxylgruppen bei pu 8,0 bestimmt. Die Versuche wurden unter 
Beriicksichtigung von zwei Gesichtspunkten durchgefiihrt : Die Spaltung 
soll sowohl quantitativ als auch spezifisch verlaufen, d.h. es sollen 
lediglich tryptische Spaltprodukte erhalten werden. Da native Proteine 
nicht oder nur schlecht gespalten wurden (vgl. Tabakmosaikvirus?, 
Ribonuclease*, Lysozym‘), haben wir ferner verschiedene Methoden der 
Denaturierung studiert. 

Da kristallisiertes Trypsin geringe Mengen Chymotrypsin und 
méglicherweise auch andere Proteasen enthalt, wurde zunichst unter- 
sucht, unter welchen Versuchsbedingungen die Spaltung spezifisch ver- 
liuft. Bei pu 8,0 wurden mit den verwendeten Trypsinpriparaten bereits 
nach 6 Stdn. annihernd 30% mehr Peptidbindungen gespalten, als fiir 
eine rein tryptische Spaltung erwartet wurde, d.h., daB 1/, der Spalt- 
produkte offenbar durch eine Sekundirreaktion (z. B. durch Chymo- 
trypsin) freigelegt war. Die Untersuchung des Peptidgemisches be- 
stiitigte diese Vermutung, denn es konnte eine Anzahl von Peptiden 
ohne Lysin und Arginin aufgefunden werden, in denen mit Carboxy- 
peptidase Leucin, Phenylalanin und Tyrosin als C-terminale Amino- 
siiuren nachgewiesen wurden. Wurde die tryptische Verdauung bei 
pu 7,2—7,5 durchgefiihrt, so konnte zwar die Zahl der Extrapeptide 
herabgesetzt werden, aber die Spaltung war schlechter, d.h. die Aus- 
beuten an Peptiden geringer. 


1 T. Mitteil.: G. Braunitzer, diese Z. 312, 72 [1958]. 
2 A. Kleczkowski, Biochem. J. 88, 160 [1944]. 
3 C.H. W.Hirs, S.Moore u. W.H.Stein, J. biol. Chemistry 219, 623 
[1956]. 
4Pp.Jollés u. J. Jollés, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 246, 1109 [1958]. 
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Es wurde daher versucht, das Chymotrypsin selektiv zu inakti- 
vieren, ohne die Aktivitit des Trypsins nennenswert zu beeinflussen. 
Hierzu bewahrten sich zwei Wege: Die irreversible Denaturierung des 
Chymotrypsins mit Harnstoff> oder mit »/16 HCl®. Bei der meist an- 
gewandten Denaturierung durch n/16 HCl konnten auch bei langerer 
Einwirkung des Trypsins auf Humanglobin bei px 8,0 (10—24 Stdn.) 
keine chymotryptischen Peptide mehr nachgewiesen werden. In be- 
friedigender Ubereinstimmung ergaben Aktivititsmessungen, daB in 
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Tryptische Spaltung von 24,2 uMol Humanglobin im py-Stat nach Jacobson- 

Léonis: Denaturierung nach Methode I, 2% Trypsin (vorbehandelt mit 4/,,n HCl); 

Py 8,0 und 37°. Nach 12stdg. Inkubation wurde, auch nach erneuter Ferment- 
zugabe, kein weiterer Laugenverbrauch mehr registriert. 


den vorbehandelten Fermentpriparaten kein Chymotrypsin mehr nach- 
gewiesen werden konnte, wihrend die Aktivitiit des Trypsins fast voll- 
kommen erhalten geblieben war’. 

Bei den anschlieBenden Versuchen verglichen wir die Einwirkung 
des Trypsins auf natives kristallisiertes Himoglobin, auf natives Globin 
und auf mit Harnstoff denaturierte Himoglobin- und Globinpraparate. 

In der Abbildung ist eine typische Titrationskurve der tryptischen 
Spaltung von Globin nach Denaturierung mit 8m Harnstofflésung 
wiedergegeben. Wie ersichtlich, wird der gréBte Teil der Peptidbindungen 


5 J. I. Harris, Nature [London] 177, 471 [1956]. 

° R. P. Redfield u. C. B. Anfinsen, J. biol. Chemistry 221,385 [1956]. 

? Das inzwischen von H. H. Talan (Biochim. biophysica Acta [Amsterdam ] 
27,407 [1958]) eingefiihrte Verfahren zur Darstellung eines chromatographisch 
reinen Trypsinogens wurde nicht verwandt. 
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bereits in der ersten Stunde gespalten; danach erfolgt eine relativ lang- 
same Spaltung der restlichen Peptidbindungen. Der maximale Laugen- 
verbrauch betrug 22 Mol NaOH/Mol Globin. 


Material und Methoden 


Humanhamoglobin A: Es wurde ein dreimal kristallisiertes, in An- 
lehnung an das Verfahren von Drabkin® dargestelltes Praparat verwendet, das 
uns freundlicherweise Herr Professor Dr. H. E.Schultze, Behringwerke AG, 
Marburg a. d. Lahn, zur Verfiigung stellte. Das Praiparat wandert in der Elektro- 
phorese als einheitliche Bande und ergibt 2,3 Mol Cysteinséure/Mol Protein nach 
Oxydation mit Perameisensiure. Isoleucin konnte nach dem ,,Dowex 50 X 4°‘. 
Verfahren® nicht nachgewiesen werden. 

Darstellung des Humanglobins A: Eine 2—3proz. Hamoglobinlésung 
wurde bei —15° mit Aceton-Salzséure-Lésung!® unter kraftigem Riihren versetzt; 
der Niederschlag wurde bei —15° abzentrifugiert, zweimal bei —15° mit Aceton- 
Salzsiure gewaschen, in Eiswasser gelést und dieselbe Fallung ein oder zweimal 
wiederholt. Die Entfernung des Acetons und der iiberschiissigen Salzsaure erfolgte 
durch Dialyse, die klare Lésung (py 4,5) wurde gefriergetrocknet. Die Konzen- 
tration der Salzsiure im Aceton variierte in den verschiedenen Versuchen; sie hatte 
keinen wesentlichen Einflu8 auf die Beschaffenheit des Globins. Im allgemeinen 
betrug die Saurekonzentration unter 0,2%. 


Trypsin: Verwendet wurden 
1. Trypsin, zweimal kristallisiert (Biochemical Preparation) ; 
2. Trypure Novo (Novo Industrie, Schweden), zweimal kristallisiert ; 
3. Trypsin, Boehringer & Séhne, kristallin zur Analyse. 
Nach der Behandlung® mit 1/,,. HCl waren die drei Praparate gleichwertig. 


Denaturierung des Globins mit Harnstoff 

Methode I: Nach Aufnehmen des Proteins in einer 8m Harnstofflésung 
(Proteinkonzentration 2—3%) erfolgte Denaturierung durch 45 Min. langes Er- 
wirmen auf 60°. Der Harnstoff wurde anschlieBend durch Dialyse entfernt, das 
Wasser wurde einen Tag lang alle 2 Stdn. gewechselt und iiber Nacht weiter dialy- 
siert, die Proteinlésung anschlieBend gefriergetrocknet. Das py der Liésung gegen 
Ende des Versuches betrug 5,2—5,8. 

Methode II: Die Denaturierung einer 10proz. Globinlésung erfolgte in 
8m Harnstoff durch Inkubation bei 60° wie oben. Der Harnstoff wurde durch 
sofort anschlieBende, 4—6stdg. Dialyse bei 4° entfernt. Unter kraftigem Riihren 
wurde das Wasser ‘stiindlich gewechselt, das Dialysat wurde anschlieBend mit 
Wasser verdiinnt, so daB die Konzentration der Proteinlésung 1—2% betrug. 

Die tryptische Spaltung: Die quantitative Messung der tryptischen 
Spaltung erfolgte kontinuierlich nach Richards" mit dem py-Stat nach Jacob- 
son und Léonis! (pq-Stat TTT 1 der Firma Radiometer, Kopenhagen), dem ein 
automatischer Schreiber mit Vorschub nach O. Dich angeschlossen war. Die 
Laugenzugabe erfolgte aus einer Agla-Mikrometerspritze. Bekanntlich wird die 
Menge der verbrauchten Base pro Mol der gespaltenen Peptidbindung nach der 
Gleichung pH = pK + log (RNH,/RNH?) berechnet. Wird das py auf 8,0 ein- 


8 D. L. Drabkin, J. biol. Chemistry 164, 703 [1946]; H. E.Schultze u. 
K. Heide, Z. Naturforsch., im Druck. 

j C.H. W. Hirs, W. H.Stein u. S.Moore, J. biol. Chemistry 211, 941 
[1954]. 

10 M.L. Anson u. A. L. Mirsky, J. gen. Physiol. 13, 469 [1930]. 

11 L. Richards, C. R. Trav. Lab. Carlsberg, Sér. chim. 29, 322 [1955]. 

2 C.F. Jacobson u. J. Léonis, C. R. Trav. Lab. Carlsberg, Sér. chim. 27, 
333 [1951]. 
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gestellt, so werden nach Spaltung der Peptidbindungen die Carboxylgruppen als 
y re die a-NH,-Gruppen jedoch, da deren pxK-Wert ~7,4 betragt, als NH,- 
(nicht als NH9- \Gruppen vorliegen. In ungepufferten Lésungen fallt daher das 
pu ab. Wird jedoch die Konzentration der Wasserstoffionen konstant gehalten, 
so werden die CO,°-Gruppen durch Lauge titriert, d. h., der Alkaliverbrauch ist 
der Molzahl der gespaltenen Peptidbindungen proportional. Dieser Wert ist jedoch, 
wie genauere Untersuchungen ergaben, um 10—15% zu tief, da ein geringer Teil 
der «-NH,-Gruppen noch als Kationen vorliegt. Die exakte Bestimmung der frei 
gewordenen Peptidbindungen erfolgte daher in der Weise, daB das Protein vor 
und nach der fermentativen Spaltung von py 8 auf 10,0 titriert und die Differenz 
zum direkt gemessenen Wert der Spaltung addiert wurde", Beim Globin betrug 
dieser Korrekturfaktor ~ 10%. . 

Zur Spaltung wurde das Protein durch Zugabe von Lauge auf pu 8,0 ein- 
titriert; bei vorsichtiger Zugabe der Lauge entstand hierbei eine milchige Sus- 
pension, die kurz vor px 8 ausflockte. Die Spaltung erfolgte durch Zugabe von 
1—2 Gewichtsteilen des Ferments, das zuvor mit 1/,,n HCl 18 Stdn. bei 37° 
inkubiert wurde. Der urspriingliche Niederschlag léste sich innerhalb von 1—2 
Stdn. auf. Untersucht wurden jedoch meist Praiparate, die 4, 12 oder 20 Stdn. 
mit Ferment behandelt waren. Die Reaktion wurde durch Ansauern des Hydro- 
lysates auf py 6,2—6,4 unterbrochen. 


Ergebnisse und Diskussion 


Zur Untersuchung der Konstitution zerlegt man eine Peptidkette 
spezifisch in eine diskrete Anzahl von Bruchstiicken, trennt diese chro- 
matographisch voneinander und ermittelt die Konstitution der einzelnen 
Spaltprodukte. Vorteilhafterweise wird die Spaltung mit Trypsin vor- 
genommen, da sie damit unter optimalen Versuchsbedingungen in sehr 
guter Ausbeute und auch bei Proteinen selektiv verliuft, wie dies aus 
den grundlegenden Arbeiten von Bergmann und Fruton™ an 
synthetischen Peptiden zu erwarten ist. Wie bereits erwahnt, wird 
natives Hamoglobin nur schlecht gespalten, was schon beim klassischen 
Proteinase-Test nach Anson und Mirsky!® beriicksichtigt wurde: 
Pferdehimoglobin als Substrat wird mit 8m Harnstoff bei hohem px in 
der Warme denaturiert, die Lésung mit Wasser verdiinnt und auf 
pu 8,0 gebracht. Die so erhaltene Proteinlésung dient den Autoren als 
Substrat zur Bestimmung des Trypsins und Chymotrypsins. 

Eine quantitative Spaltung mit Trypsin setzt somit eine Denatu- 
rierung des Proteins voraus. Bei Proteinen, die kein Tryptophan ent- 
halten (Insulin!*, Ribonuclease!’) ist Oxydation mit Perameisensaure be- 
sonders geeignet, wobei durch gleichzeitige Spaltung der SS-Briicken 
eine weitgehende Entfaltung der Peptidketten erzielt wird. Human- 
hamoglobin A enthalt jedoch Tryptophan und keine SS-Briicken!*!*. Die 


13 M. Ottesen, priv. Mitteilung. 

14M. Bergmann u. J. Fruton, Advances in Enzymol. 1, 63 [1941]. 

15 M. Kunitz, J. gen. Physiol. 22, 207 [1939]. 

16 F. Sanger, Biochem. J. 44, 126 [1949]. 

17 C,H. W. Hirs, J. biol. Chemistry 219, 611 [1956]. 

18 V.M. Ingram, Biochem. J. 59, 653 [1955]. 

19 W. H. Stein, H. G. Kunkel, R. D. Cole, D. H.Spackmanu.S8.Moore, 
Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 24, 641 [1957]. 
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Stabilisierung des Himoglobins erfolgt vielmehr durch die Salzbindung 
des Hams, durch die internen Helix-Wasserstoffbriicken, Wasserstoff- 
bindungen der Tertiarstruktur und durch interpeptidale Salzbindungen. 
Daher schien uns eine Denaturierung der Globinpartikel mit Harnstoff 
und bei niederem pq als besonders geeignet, wihrend Ingram”? 
Himoglobin durch Hitze denaturierte. 

Wir untersuchten die Denaturierung mit Harnstoff in ihrer 
Abhingigkeit vom pa und von der Konzentration des Harnstoffs. Ent- 
scheidend fiir eine optimale tryptische Spaltung ist eine quantitative 
Denaturierung und die gute Spaltbarkeit des Proteins bei px 8,0. Es 
zeigte sich, daB eine Denaturierung um den Neutralpunkt (Harnstoff- 
konzentration 6—8m, pu 6—8) gut gelingt, daB das Protein jedoch in 
einer Faltungsform ausfallt, in der es vom Ferment schlecht angegriffen 
wird. Daher muBte die Spaltung iiber relativ lange Versuchszeiten 
(48 Stdn.) durchgefiihrt werden, wodurch sekundire Spaltprodukte 
auftreten kénnen. Die Denaturierung bei niedrigerem pu (pao < 5) 
fiihrte nach Entfernung des Harnstoffs zu einem wasserléslichen Protein, 
das jedoch anscheinend im Gleichgewicht mit der nativen Form des 
Globinmolekiils! steht. Das Gleichgewicht liegt auf der Seite der nativen 
Partikel, d. h. die denaturierte Form lagert sich langsam in die urspriing- 
liche Partikel um. Es zeigte sich in der Tat, daB die denaturierte Partikel 
nach mehrtigigem Aufbewahren in wiBriger Lésung, ja selbst nach 
Gefriertrocknung und l4tigigem Aufbewahren bei 0° durch Trypsin 
schlechter angreifbar ist als unmittelbar nach der Denaturierung. Man 
muB also den Harnstoff méglichst schnell entfernen und die tryptische 
Spaltung sofort anschlieBend durchfiihren, wenn man in saurem Milieu 
denaturiert hat. Es zeigte sich, daB die quantitative Entfernung des 
Harnstoffs durch langdauernde Dialyse nicht notwendig ist und diese 
auf 6 Stdn. verkiirzt werden kann, ohne daB die Ausbeuten der tryp- 
tischen Spaltung verringert werden. Da Harnstoff mit Ninhydrin 
héchstens eine schwache Reaktion gibt und sowohl im Anionen- als auch 
Kationenaustauscher praktisch mit der Front laiuft, sind Irrtiimer 
durch restliche Harnstoffspuren nicht zu erwarten. Das so dargestellte 
wasserlisliche, denaturierte Globin fallt zwar bei Einstellung des pu 
auf 8,0 aus, es ist jedoch (im Gegensatz zur Denaturierung bei héherem 
pu) fermentativ leicht angreifbar; die Lésung wird innerhalb kurzer 
Zeit homogen. 

Wie aus neueren Aminosiiureanalysen!® des Humanhimoglobins 
hervorgeht, enthalt das Globinmolekiil 21—22 Lysyl- und 6 Arginyl- 
reste. Bei quantitativer Spaltung miiBten daher im Autotitrator 28 
bis 29 Mol Lauge pro Mol Globin verbraucht werden. Unter unseren 
Versuchsbedingungen werden 21—22 Mol Natronlauge je Mol Globin 
bei der tryptischen Spaltung gemessen. Dieser Wert mu8 als optimal 


20 V.M.Ingram, Nature [London] 178,792 [1956]; derselbe, Biochim. 
biophysica Acta [Amsterdam] 28, 539 [1958]. 
21 J.Steinhardt, J. biol. Chemistry 128, 543 [1938]. 
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angesehen werden; die Ausbeute nach Oxydation des Globins mit Per- 
ameisensiure entspricht ebenfalls nur 22 Mol Natronlauge. Die Unter- 
suchungen an tryptischen Hydrolysaten nach 24stdg. Reaktionsdauer 
ergaben, daf& die Spaltung spezifisch verlaufen ist: Im Hydrolysat 
konnten nur zwei lysin- und argininfreie Peptide gefunden werden, 
nimlich das Dipeptid Tyrosyl-histidin, das sicherlich als C-terminale 
Sequenz vorliegt, und ein Peptid der Bruttoformel (Glu, Ala, Gly), das 
wahrscheinlich als C-terminale Sequenz der zweiten Peptidkette des 
Globins in Frage kommt. Alle restlichen Peptide enthielten jeweils 
Lysin oder Arginin. : 


Laugenverbrauch bei tryptischer Spaltung des krist. Humanhaimo- 
globins A und verschiedener Globinpraparate in % des theoretisch 
erreichbaren Wertes. 











Praparat % 
Hamoglobin, 3mal kristallisiert ....... a 12—55 
GRIN RANA! co Ss ww Se ag AS 40 
Globin, denaturiert mit 
4m Harnstoff bei 49° .........2.. 52—56 
8m Warnstoff bei 40° ..... penlecass tomes 60—65 
4m Harnstoff bei 60° ........... 63—66 
8m Harnstoff bei 60° ....... vetgh ise 71—80 
Hamoglobin wie oben, 8m Harnstoff bei 60°. . . ~ 55 
Globin, oxydiert mit Perameisensiure . . ... . ~ 80 


In der Tabelle sind die Ergebnisse der tryptischen Spaltung unter 
verschiedentn Versuchsbedingungen wiedergegeben. Uberraschend er- 
scheint der Befund, daB das nach Anson und Mirsky” dargestellte 
Globin wesentlich leichter gespalten wird, als kristallisiertes Himo- 
globin. Es ist nicht ohne weiteres zu entscheiden, ob das Globin infolge 
Denaturierung oder infolge der Entfernung der prosthetischen Gruppe 
leichter dem enzymatischen Abbau unterliegt. Wahrscheinlich erfolgt 
die Stabilisierung der Himoglobinpartikel auch weitgehend durch das 
Ham, das hier in gewisser Hinsicht die Funktion von SS-Briicken bei 
anderen Proteinen ersetzt, so da durch die Entfernung des Haims eine 
aihnlich erhéhte Spaltbarkeit durch das Enzym erzielt wird wie durch 
die Offnung von SS-Briicken bei anderen Proteinen. 

Die meisten enzymatischen Spaltungen haben wir am Globin durch- 
gefiihrt, nachdem sich ergeben hatte, daB die Hydrolyse des Haim- 
Proteins zu ahnlichen Ergebnissen fiihrt, experimentell aber schwieriger 
ist, weil das Him an verschiedenen Ionenaustauschern, die zur Auf- 
trennung des Peptidgemisches verwendet werden, irreversibel adsorbiert 
wird, durch Waschen mit Alkali oder Saiuren nur partiell wieder aus der 
Siule entfernt werden kann und die Ausbildung der Banden in den 
chromatographischen Siulen ungiinstig beeinfluBt. 














ils 


Bd. 315 (1959) Uber Hamoglobine, II 277 


Die Isolierung des Core 


Wird das tryptische Hydrolysat des nach Methode I denaturierten 
Globins auf ‘px 6,2—6,4 gebracht, so flockt es zum Teil aus. Der Ge- 
wichtsanteil des Niederschlages variiert, er betrigt etwa 25—32%. 
(Die Mengen dieses Niederschlages waren bei verlingerter Inkubation 
niedriger, was darauf schlieBen laBt, daB in diesem Proteinanteil Peptid- 
bindungen vorliegen, die gegen Verunreinigungen des Trypsins besonders 
labil sind.) Der Niederschlag wurde durch dreimaliges Waschen mit 
einem Pyridinacetatpuffer vom pu 6,4 gereinigt. Versuche zur Rechro- 
matographie ergaben, daB der Niederschlag nicht einheitlich, sondern 
durch weitere tryptische Peptide verunreinigt ist. Endgruppenbestim- 
mungen mit der DNP-Methode*® lieferten je ein Mol DNP-Valin und 
DNP-Leucin als N-terminale Endgruppen. Dieselben Endgruppen ergab 
das nach Ingram”! aus Himoglobin isolierte sogenannte ,,core‘‘. Wir 
schlieBen daraus, daB nach Denaturierung des Globins nach der Methode I 
das Core ebenfalls isoliert wird: dieses ist nicht einheitlich; es besteht 
aus zwei gréBeren Peptiden, die wahrscheinlich aus je einer der beiden 
Peptidketten des Humanglobins stammen. Wurde das Globin nach der 
Methode II denaturiert, so konnte nach Ansiiuern kein Niederschlag 
beobachtet werden**. 

Fiir die ideelle und materielle Unterstiitzung unserer Arbeiten méchten wir 
auch an dieser Stelle Herrn Professor Dr. A. Butenandt unseren Dank aus- 
sprechen. Wir danken ferner Herrn Professor Dr. H. E. Schultze, Behringwerke, 


Marburg, fiir die freundliche Uberlassung der Hamoglobinpraparate, Fraulein 
Barbel Schrank fiir technische Mitarbeit. 


Zusammenfassung 


7s werden die optimalen Versuchsbedingungen angegeben, unter 
denen Humanglobin A nach Denaturierung mit 8m Harnstoff und 
Oxydation mit Perameisensiiure quantitativ und spezifisch durch 
Trypsin gespalten wird. Das nach Harnstoffdenaturierung erhaltene 
Core ist identisch mit dem Core aus Humanhimoglobin A. In beiden 
werden je 1 Mol Valin und Leucin als N-terminale Aminosiuren nach- 
gewilesen. 
Summary 

The optimal experimental conditions are reported for the quantita- 
tive and specific hydrolysis of human globin A by trypsin, after dena- 
turation with 8M urea and oxydation with performic acid. The core 
obtained after denaturation with urea is identical with that of human 
haemoglobin A. It was shown that each has 1 mole of valine and leucine 
as the N-terminal amino acids. 


22 F. Sanger, Biochem. J. 39, 507 [1945]. 
23 K. Hilse, Diplomarbeit, Univ. Miinchen 1959. 
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Uber Hamoglobine, IIT’ 
Die Isolierung einiger Peptide nach Einwirkung yon Trypsin 
auf das Protein des krist. Humanhamoglobins A 
_ Von 
B. Liebold, K. Hilse, K. Simon und G. Braunitzer 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Januar 1959) 


In der vorhergehenden Arbeit! wurde gezeigt, unter welchen Ver- 
suchsbedingungen eine optimale tryptische Spaltung des Proteins aus 

- Humanhimoglobin A erreicht wird: Von dem dabei verwendeten, in 
Anlehnung an Drabkin? dargestellten und dreimal kristallisierten 
Blutfarbstoff-Praparat wurde das Him durch Fillung mit Aceton/Salz- 
siure® abgespalten, das Globin mit Harnstoff denaturiert und an- 
schlieBend mit Trypsin gespalten. Im folgenden wird itiber Versuche 
zur priparativen Isolierung der tryptischen Spaltprodukte berichtet. 


Hierzu wurden mehrere Wege gewihlt, da infolge der GréBe des Mole- 
kiils (Mol.-Gew. 330004) nicht zu erwarten war, daB es mit einer Methode 


allein gelingen wiirde, simtliche Spaltprodukte zu isolieren. 


' I | 


Zuniichst versuchten wir, einige Peptide in Form ihrer DNP- 
Derivate* zu isolieren. Nach der tryptischen Spaltung des Globins 
wurde mit 1-Fluor-2.4-dinitro-benzol>® umgesetzt und die Reaktions- 


losung nach Entfernung des tiberschiissigen Reagenzes angesiuert. Die 
Peptide wurden durch fraktionierte Extraktion, zuerst mit Ather F 
(Fraktion a) und anschlieBend mit Essigester (Fraktion b) vorgetrennt. ' 


Die extrahierte waBrige, salzsaure gelbe Lésung (HCl-Fraktion, c) wurde 
filtriert und im Rotationsverdampfer eingeengt. 

Die Atherfraktion (a) wurde in Butanol, gesitt. mit 0,lproz. Am- 
moniak, in zweiter Dimension mit Phosphatpuffer (1,5m, pu 6,0) chro- 
matographiert. 


Qo Nas N hse es ~~ 


* DNP = 2.4-Dinitro-phenyl. 
1 TI. Mitteil.: B. Liebold u. G. Braunitzer, diese Z. 315, 271 [1959], vor- 
stehend; I. Mitteil. s. 1. c.4. I] 
2 D.L. Drabkin, J. biol. Chemistry 164, 703 [1946]; H. E. Schultze u. 
K. Heide, Z. Naturforsch., im Druck. 
3M. L. Anson u. A. L. Mirsky, J. gen. Physiol. 18, 469 [1930]. 
4 I. Mitteil.: G. Braunitzer, diese Z. 312,72 [1958]. 
5 F. Sanger, Biochem. J. 39, 507 [1945]. “ 
6 A. L. Levy, Nature [London] 174, 126 [1954]. 
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Da die DNP-Peptide der Essigesterfraktion (b) im System Butanol/ 
Ammoniak nur sehr langsam wandern, wurden sie unter Verwendung 
von Isoamylalkohol, gesatt. mit 0,lproz. Ammoniak unter Zusatz von 
15% Dimethylharnstoff, aufgetrennt. Einige Banden waren bereits nach 
eindimensionaler Chromatographie einheitlich, andere wurden durch 
anschlie2ende Hochspannungselektrophorese in Harnstoffpuffern? zu 
weiteren einheitlichen Peptiden aufgetrennt. 

Die in der HCl-Fraktion (c) verbliebenen Peptide w aoden durch 
Hochspannungselektrophorese® (0,5n Essigsiure, Pyridin-Acetat-Puffer, 
pu 6,4) gereinigt (Abb. 1). 


























Abb. 1. Isolierung einiger tryptischer Peptide aus Humanhémoglobin A in Form 

ihrer DNP-Derivate. Elektrophorese der HCl-Peptide in 0,5n Essigsiure, 4 Stdn. 

bei 2500 Volt und 7 mAmp. ears 9,5 x 60 cm). Pyridin-Acetat-Puffer, 
pu 6,4 


Es gelang uns, aus den drei Fraktionen elf Peptide in Form ihrer 
DNP-Derivate in einheitlicher Form zu isolieren; iiber sie wird spiter 
berichtet. 


II 


Als zweiten methodischen Weg wihlten wir die Trennung der 
Peptide nach dem von Stein und Moore® entwickelten ,, Dowex 
50 X 2“-Verfahren. In Abb.2 ist ein typisches Chromatogramm 
wiedergegeben. 

Die Entwicklung des Chromatogramms erfolgte durch Anlegen eines linearen 
Gradienten. Es wurde im Na®-Zyklus gearbeitet; die Essigsiurekonzentration 
wurde konstant gehalten, die Konzentration der Na®-Ionen wurde von 0,2 bis 
2,0m variiert. Verwendet wurden bis zu 2 x 10i des jeweiligen Puffers. Die ein- 
zelnen Peptide wurden nach der quantitativen Ninhydrinmethode!® identifiziert. 
Zur Sicherung der Ergebnisse wurden ferner die Ninhydrin-Reaktionen nach einer 
alkalischen Spaltung®!° durchgefihrt. 


Um reine Peptide zu gewinnen, wurden die unter einem Gipfel der 
Kurve gelegenen Hauptfraktionen weiter aufgetrennt. Das geschah 


7 R.R. Reedfield u. C.B. Anfinsen, J. biol. Chemistry 221, 385 [1956]. 

8 H. Michl, Mh. Chem. 82, 489 [1951]. 

® C,H. W. Hirs, S.Mooreu. W.H. Stein, J. biol. Chemistry 219, 632 [1956]; 
221,151 [1956]. 

10S. Moore u. W. Stein, J. biol. Chemistry 211, 907 [1954]. 
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Abb. 2. Chromatographische Analyse der tryptischen Peptide aus dem Globin des 

kristallisierten Humanhaimoglobins A iiber Dowex 50X2. Versuchsbedingungen: 

SaulenmaBe: 150 x 3cm, Temp. 35°. 50—60 uMol Globin (1,6—1,9 g). Gradient: 

linear. Puffer 1 = 0,2m Na®, 2m CH,COO®; Puffer 2 = 2m Na-Acetat. Durch- 

fluBgeschwindigkeit 80 m//Stde. Ausgezogene Kurve: direkte Ninhydrinfarbe der 

Fraktionen, gestrichelte Kurve: Ninhydrinfarbe nach alkalischer Hydrolyse. 
Abszisse: Fraktionen zu 20 ml. 


z. B. durch Rechromatographie iiber Dowex 50 X2 unter geanderten 
Versuchsbedingungen: Ein typisches Rechromatogramm, das zur Ge- 
winnung eines reinen Peptids fiihrte, zeigt Abb. 3. — Gut bewahrt hat 
sich auch der Weg, die Hauptfraktionen der Stein- und Moore- 
Trennung nach Haugaard!" zu entsalzen und sie anschlieBend durch 
Verteilungschromatographie oder Hochspannungselektrophorese zu rei- 
nigen. 

Als Lésungsmittel fiir die Papierchromatographie haben sich Butanol/Essig- 
siure/Wasser 4:1:5 oder Pyridinsysteme (Butanol/Pyridin/Essigsiure/Wasser in 


10 






05 











0 150 200 250 300 Frakt. Nc—s— 
39 407 42 430 437 ya 


Abb. 3. Gewinnung des gereinigten Peptides Leu-val-ala-gly-glu-asp-arg, durch 
Rechromatographie der Fraktionen 240—290 aus Abb. 2 (schraffiertes Feld), iiber 
Dowex 50 X 2. Versuchsbedingungen: Na® = 0,2m konstant, pq 3,7—4,5, Temp. 
35°, Gradient linear, Fraktionen zu 20 m/. Die Extinktionen der Ninhydrin- 
reaktionen sind nach alkalischer Hydrolyse von 0,25 ml je Fraktion erhalten. 


1 N.u. E.S. Haugaard, C.R. Trav. Lab. Carlsberg, Sér. chim. 29, 347 [1955]. 
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verschiedenen Mischungsverhiltnissen) bewahrt. Bei der Hochspannungselektro- 
phorese wurde mit Toluolkiihlung, einer Spannung von 50—80 V/cm und mit 
Pyridin-Acetat-Puffer (py 6,4 und 3,6) und 0,5 Essigsiure gearbeitet. 

Nach unseren bei der Trennung der Peptide iiber Dowex 50X2 
gesammelten Erfahrungen findet man nur in seltenen Fallen unter 
einem Gipfel ein einziges Peptid, meist sind es zwei oder gar mehrere. 
Auch beim Anlegen flacher Gradienten scheint der Unterschied der 
Affinitat zweier oder mehrerer Peptide zur Dowex-Saule geringer zu 
sein als die Assoziationskrifte der Peptide zueinander. Bemerkenswert 
und noch nicht véllig geklart ist der lang hingezogene ,,Gipfel“ zwischen 
den Fraktionen 410—520 (Abb. 2), der erst bei Ninhydrin-Reaktion 
nach alkalischer Spaltung sichtbar wird. Die Auftrennung dieser Frak- 
tionen nach Entsalzung und Hochspannungselektrophorese _lieferte 
mehrere gréBere Peptide in nur geringer Ausbeute. Méglicherweise 
fallen in den Fraktionen 410—520 solche Peptide an, die eine besonders 
groBe Affinitét zum Austauscher besitzen und daher in Form breiter 
Banden aus der Saule austreten und zum Teil auch irreversibel fest- 
gehalten werden. Insgesamt konnten mit dem ,,Dowex 50 X2“‘-Ver- 
fahren unter schonenden Bedingungen etwa zwei Drittel der theoretisch 
erwarteten Anzahl von Peptiden isoliert werden. Versuche, weitere 
Peptide mit alkalischem Puffer zu eluieren, wurden unterlassen, da 
hierbei eine Verseifung des y-Amids zu befiirchten ist. Untersuchungen 
mit verkiirzten Siulen (40—60 cm) brachten keine anderen Ergebnisse. 


Iil 
Als dritte Methode zur Isolierung reiner Peptide wahlten wir die 
priparative Elektrophorese in vertikaler Anordnung nach Grab - 
mann und Hannig?®. 100—200 “Mol des tryptischen Gemisches vom 
pu 2,5—2,6 wurden in 0,5n Essigsiiure bei 1500 V vorgetrennt. Die in 
den einzelnen, insgesamt 40 Réhrchen erhaltenen Fraktionen wurden 


A 20 
: Abb. 4. Praparative Vortren- 
15 , . 
nung der tryptischen Peptide 
10 aus dem Globin des kristalli- 
sierten Humanhémoglobins A 
durch kontinuierliche V-Elek- 
05 trophorese nach GraBmann 


und Hannig. Ordinate links: 
Extinktion der Ninhydrin- 
reaktion (ausgezogene Kurve). 
Ordinate rechts: Trocken- 
gewicht (gestrichelte Kurve). 








5 b&b DB HD BH 
Fraktion Nr —=— 


Vgl. K. Hannig, diese Z. 311, 63 [1958]. 
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mit der Ninhydrinreaktion getestet und anschlieBend lyophilisiert. Dic 
Extinktion der Ninhydrinreaktion und die dazugehérige Gewichtskurve 
sind in Abb. 4 wiedergegeben: Die Trockensubstanz der Einzelfraktionen 
wurde anschlieBend getrennt untersucht. In den beiden Endfraktionen 
waren nur wenige Peptide nachweisbar; sie konnten bereits durch ein- 
dimensionale Papierchromatographie in reiner Form erhalten werden. 
Die mittleren Fraktionen bestanden aus komplexeren Gemischen. Sie 
wurden papierchromatographisch vorgetrennt; die dabei anfallenden 
Banden wurden einer Hochspannungselektrophorese unterworfen. 
‘Wesentliche Vorteile des priparativen Elektrophorese-Verfahrens 
bestehen darin, daB gréBere Mengen (bis zu 5 g am Tage) eines Peptid- 
gemisches schnell vorgetrennt werden kénnen und daB simtliche 
Spaltprodukte in den Auffangréhrchen wiedergefunden werden. 


IV 
Als Beispiel fiir das mit den verwendeten Methoden Erreichbare 
wird in der Tabelle ein Teilergebnis wiedergegeben. Darin sind (auBer 


Aus Globin des kristallisierten Humanhamoglobins A dargestellte einheitliche 








Peptide. 

ns | 5 
| 2] eq Ts alel/e/slole>lelmlsale] ole 
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1 | + 
2 | + + 
3 o] + + 
4* + + 
5 ~ + 
6 | + +] + ~ 
7 | + +|+ + 
8 }+]+ +] + 
9 )+]+ + +] + 
10 + + t1+])4+]+ 
Wh} + + + +/+ ]+ 
2 | + + + + 
13 |} +] + + +] + 7 
4 }+]+ +]/+]4 +}4+]4+ 
15 | + +] + +/+ ]+ 
16 | + as +] 4+ +] + 
7 |} +/+ + +]4 +]/+]/+]+]+ 
18 + + + 2/+)+ 
19 | + ~ +]+]4+ |+ 2 
20} +] + a + +}+]+]4 + 
21} +) + + + + +/+1+ 


















































* Dieses Peptid ist in seiner Bruttoformel hinsichtlich seines elektrophoretischen und chromato- 
graphischen Verhaltens identisch mit dem von Ingram isolierten, in der Struktur aufgeklirten Peptid. 

** Nach Einwirkung von Hydrazin auf Human- und Pferdeglobin und Entfernung der 
Aminohydrazone mit Benzaldehyd sowie DNP-Umsatz wird DNP-Histidin nachgewiesen (Brau- 
nitzer unverOff.). Dieses Ergebnis steht in guter Ubereinstimmung mit dem hier isolierten Histidyl- 
peptid sowie mit dem experimentellen Befund, da&8 Carboxypeptidase bei Humanhimoglobin A 
Histidin als erste Aminosiure abspaltet. 
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Lysin) zwanzig aus kristallisiertem Haimoglobin erhaltene Peptide auf- 
gefiihrt. Zur Ermittlung ihrer Zusammensetzung wurden sie meist 
mit 6n Salzsiure hydrolysiert (105°, 20—48 Stdn.), in Butanol/Essig- 
siiure/Wasser 4:1:5 (BEW) eindimensional chromatographiert und an- 
schlieBend noch einer zweidimensionalen Analyse im 2-D-System 
(BEW, Phenolboratpuffer px 8,3)!* unterworfen. Dabei konnte nicht 
eindeutig zwischen Valin und Methionin unterschieden werden. Da im 
Humanhamoglobin A jedoch nur drei Methioninreste vorhanden sind, 
ist diese Einschrinkung der Ergebnisse nicht von Bedeutung. 

Bei einigen Peptiden wurden auch quantitative Bestimmungen der 
Aminosiurereste mit der DNP-Methode durchgefiihrt. Eine gewisse 
Schwierigkeit in der Interpretation dieser Versuche besteht noch in 
bezug auf die Reinheit der Hiaimoglobine. Das verwendete Priaparat 
wandert in der Elektrophorese nach Tiselius als einheitliche Bande. 
Als Reinheitskriterium fiir das Humanhimoglobin A wird ferner der 
Cysteingehalt und das Fehlen von Isoleucin’! angesehen. Quantitative 
Aminosiurebestimmungen nach Oxydation des Globins mit Perameisen- 
siure ergaben zwei Mol Cysteinséiure, und Isoleucin konnte bei der 
quantitativen Aminosiurebestimmung nach Stein und Moore nicht 
gefunden werden. Unklarheiten bestehen aber insofern, als bei ver- 
schiedenen Priparaten des Humanhimoglobins A durch Chromato- 
graphie sehr geringe Verunreinigungen an Proteinen nachgewiesen 
wurden, die nicht mit den iiblichen, auf elektrophoretischem Wege nach- 
weisbaren Verunreinigungen!® identifiziert werden konnten. Da die 
physikalischen Untersuchungen des Humanhimoglobins A zu keinen 
eindeutigen Ergebnissen fiihren, haben wir auf weitere Priifung unserer 
Priparate auf Einheitlichkeit zunichst verzichtet; wir glauben, dab 
die chemische Analyse zu klaren Ergebnissen fiihren wird: Nach 
spezifischer Spaltung mit Trypsin konnten nur 29—30 Spaltprodukte 
nachgewiesen werden; dabei wurden keine Nebenbanden beobachtet, 
d.h., das verwendete Praiparat mu fiir chemische Untersuchungen in 
hinreichender Reinheit vorgelegen haben. Auch scheint uns der Beweis 
fiir die Struktur des Humanhimoglobins A auf chemischem Wege 
moéglich, da man von den gesicherten experimentellen Befunden aus- 
gehen kann, nach denen in diesem Proteid nur zwei offene Peptid- 
ketten* 1° mit freier «-Amino-Gruppe vorliegen, die mit den Sequenzen 
Val-leu und Val-his-leu beginnen. Die guten Ausbeuten, in denen die 
einzelnen Peptide anfallen, die gewihlten Versuchsbedingungen und die 
Tatsache, daB bis heute nur zwei Peptide ohne Lysin bzw. Arginin 
isoliert wurden, lassen vermuten, daB keine wesentliche Transpeptidie- 


13 A.L. Levy u. D. Chung, Analytic Chem. 25, 396 [1953]. 

4 W.H. Stein, H. G. Kunkel, R. D. Cole, D. H. Spackmanu.S. Moore, 
Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 24, 641 [1957]. 

15 D. W. Allen, W. A. Schroeder u. J. Balog, J. chem. Soc. [London] 80, 
1628 [1958]. 

16 -H.S. Rhinesmith, W. A.Schroeder u. L. Pauling, J. Amer. chem. 
Soc. 79, 4682 [1957]. : 
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rung stattgefunden hat und daB die isolierten Peptide primare Spalt- 
produkte der Val-leu- bzw. Val-his-leu-Kette des Humanhamoglobins A 
darstellen. 


Fir die ideelle und materielle Unterstiitzung unserer Arbeiten méchten wir 


auch an dieser Stelle Herrn Professor Dr. A. Butenandt unseren Dank aus- 
sprechen. Wir danken ferner Herrn Professor Dr. H. E. Schultze, Behring- 


werke-Marburg, fiir die freundliche Uberlassung der Hamoglobinpraparate, 


Fraulein Barbel Schrank fir technische Mitarbeit. 


Zusammenfassung 


Drei Methoden zur priaparativen Gewinnung tryptischer Peptide 
aus Humanhamogiobin A werden beschrieben. Einige Peptide wurden 
in Form ihrer DNP-Derivate isoliert; andere konnten in freier Form 
durch Chromatographie iiber Dowex 50 X2 oder durch praparative 
Elektrophorese nach GraBmann und Hannig einheitlich gewonnen 
werden. Von 21 Spaltprodukten wird die Aminosiuren-Zusammen- 
setzung angegeben. 


Summary 


Three methods are described for the preparation of tryptic peptides 
of human haemoglobin A. Some peptides were isolated as DNP deri- 
vatives; others could be obtained in a homogeneous form in the free 
state by chrorhatography on Dowex 50 X 2 or by preparative electro- 
phoresis according to GraBmann and Hannig. The amino acid com- 
position is given for 21 of the hydrolysis products. 











alt- 


wir 


.US- 
ing- 











Bd. 315 (1959) 


Uber die Oxydation des Adrenalins 


Von 
H. Herzmann* 


Aus der Biologischen Zentralanstalt der Deutschen Akademie der Landwirtschaftswissenschaften 
zu Berlin, Institut fiir Phytopathologie, Aschersleben 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. April 1959) 


Vor kurzem war iiber die peroxydatische Oxydation des 3.4-Dihydroxy- 
phenylalanins (Dopa) berichtet worden. Es war festgestellt worden, daB be- 
stimmte Phenole und Phenolcarbonsauren, insbesondere Zimtsaurederivate, die 
Oxydation des Dopa in abgestufter Weise beschleunigen, wobei zwischen der 
Konstitution und der Wirkung des Aktivators offensichtlich eine Beziehung 
besteht. Im folgenden werden Versuche beschrieben, bei denen Adrenalin an Stelle 
von Dopa als Substrat Verwendung fand. Zwischen diesen beiden Substanzen 
bestehen sowohl chemisch als auch biochemisch enge Beziehungen. Es scheint 
jetzt sicher zu sein, daB die Biosynthese des Adrenalins vom Tyrosin ausgeht?, 
wobei Dopa als Zwischenstufe anzunehmen ist*. Die Redoxpotentiale der beiden 
o-Dihydroxyphenole sind auBerordentlich ahnlich: Fir Dopa wurden + 0,37 und 
fiir Adrenalin + 0,38 V gemessen (30°, px 7,0)4. Weiterhin entstehen nach Oxy- 
dation aus beiden Dihydroxyphenolen unter Durchlaufen mehrerer Zwischenstufen 
rote o-Chinone (Dopa-Chrom bzw. Adreno-Chrom). 

Die unten beschriebenen Versuche lassen erkennen, da auch hier nur be- 
stimmte Phenolcarbonsauren und Phenolcarbonsiéureester die fermentative Oxy- 
dation des Adrenalins mehr oder weniger stark beschleunigen, wobei zwischen der 
Konstitution -und der Wirkung der benutzten Aktivatoren ahnliche Beziehungen 
bestehen, wie sich dies bei den Versuchen mit Dopa gezeigt hatte. 

Jeder Ansatz bestand aus 7,3 mg (4 x 10-5 Mol) t-Adrenalin (als p-Hydro- 
gentartrat) in 7,3 ml Wasser, 5 ml 0,15m Phosphatpuffer, py 7,0, 0,5 ml Iproz. 
H,O, (ohne Stabilisator), 5 ml Enzymlésung (1 mg/ml). 

Das Peroxydasepraparat wurde aus Meerrettich (Cochlearia armoracia L.) 
gewonnen®. Die Aktivatoren wurden in einer Menge von je 4 x 10-7 Mol, das 
ist 1%, bezogen auf das Substrat, zugesetzt. Die fortschreitende Oxydation des 
Adrenalins ist an der zunehmenden Bildung des Adreno-Chroms erkennbar. Hier- 
durch war es méglich, den Vorgang photometrisch messend zu verfolgen. Folgende 
Stoffe wurden auf ihre aktivierende Wirkung geprift: Brenzcatechin, Kaffee- 
siure, Chlorogensaure, Kaffeesiuremethylester, Kaffeesiureathylester, Tyrosin, 
Dopa, Apfelsiure, t-Ascorbinsiure und Nor-dihydroguajaretsiure. Gemessen 
wurde im Pulfrich-Photometer mit dem Filter S 50 gegen eine Blindprobe, die 
auBer Adrenalin dieselbe Zusammensetzung hatte wie die eigentliche Ansatz. 


* Neue Adresse: Institut fiir Medizin und Biologie der Deutschen Akademie 
der Wissenschaften, Bereich Angew. Isotopenforschung, Berlin-Buch, Linden- 
berger Weg 70. 

1H. Herzmann, Naturwissenschaften 44,377 [1957]; H.Herzmann, 
Jahrestagung der Chemischen Gesellschaft in der DDR 1958, Sammelband ,,Kata- 
lyse‘, im Druck. 

2 W. Schuler u. A. Wiedemann, diese Z. 288, 235 [1935]. 

8 P. Stoltz, K. Credner u. G. Kroneberg, Naunyn-Schmiedebergs Arch. 
exp. Pathol. Pharmakol. 204, 228 [1947]; P. Hagen u. A.D. Welch, Recent 
Progr. Hormone Res. 12, 27 [1956]. 
4H. A. Lardy, Respiratory enzymes, Burgess, Minneapolis 1949. 

5 H. Herzmann, Phytopathol. Z. 38, 349 [1958]. 7 
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Die Abbildung gibt den Verlauf der Oxydation des Adrenalins ohne Zusatz 
(Kurve 1) sowie mit Zusatz der oben angefiihrten Stoffe (Kurven II bis V) wieder. 
Mit Brenzcatechin, Tyrosin, Dopa und Apfelsiure geht die Oxydation des Adre- 
nalins etwa so schnell vor sich wie ohne ihren Zusatz, die Kurven fallen also auf- 
einander (Kurve I). Mit Zusatz von Kaffeesiure, Chlorogenséure und Nor-di- 
hydroguajaretsiure geht die Oxydation viel schneller vonstatten (Kurve III), 
nach 15 Min. ist die Extinktion etwa 8,2mal so hoch wie bei Versuch I. Bei Gegen. 
wart von Kaffeesaure- methylester (Kurve V) und Kaffeesaiure-athylester (Kurve IV) 
werden noch gréBere Mengen an Adrenalin umgesetzt. — Enthalt der Ansatz 
Ascorbinsaure, ergibt sich ein ganz anderes Bild (Kurve II). Die Oxydation des 
Adrenalins wird zunachst stark gehemmt. Nach etwa 50 Min. beginnt dann die 
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EinfluB von Aktivatoren auf die peroxydatische Oxydation von Adrenalin. 

I: ohne Zusatz oder mit Zusatz von Brenzcatechin, Tyrosin, 3.4-Dihydroxy- 

phenylalanin oder Apfelsiure; II: mit Ascorbinsiure; III: mit Kaffeesaure, 

Chlorogensaure oder Nor-dihydroguajaretsaure; IV: mit Kaffeesiure-athylester ; 
V: mit Kaffeesiure-methylester. 


Oxydation schnell voranzuschreiten, wobei nach 100 Min. die Werte des Ver- 
suches I erreicht und iiberschritten werden. In diesem zweiten Stadium findet also 
eine Aktivierung der Oxydation des Substrates statt. — Uber den Schutz des 
Adrenalins vor Oxydationen durch Ascorbinséure war schon friiher berichtet 
worden®, Adrenalin-Ascorbinat wurde als oxydationsbestindiges Derivat in die 
Therapie eingefiihrt’. Ein Vergleich der Reduktionskrafte der beiden Substanzen 
in vitro zeigte, daB die Ascorbinsiure dem L-Adrenalin hierin iiberlegen ist®. Die 
vorliegenden Ergebnisse bestatigen diesen Befund. Erst nach Oxydation der im 
System enthaltenen Ascorbinsaure schreitet die Oxydation des Adrenalins voran. 
Inwieweit die dann einsetzende deutlich starkere Bildung des Adreno-Chroms auf 
eine fordernde Wirkung der Dehydroascorbinsiure zuriickzufiihren ist, und ob 
das Redoxsystem aus Adrenalin und Ascorbinséure® hierbei mitwirkt, vermégen 
wir nicht zu entscheiden. 

Die Substanzen, die die Peroxydase bei der Oxydation des Dopa am starksten 
aktiviert hatten, waren auch bei Verwendung von t-Adrenalin als Substrat am 
wirksamsten. Dies gilt insbesondere fiir die Kaffeesiure und ihre Ester. Auch hier 
waren, wie in den Versuchen mit Dopa als Substrat, die Ester um so wirksamer, 
je kleiner das Molekulargewicht der alkoholischen Komponenten war. Es zeigt 
sich also auch hier, daB die o-standigen OH-Gruppen allein nicht fiir die Aktivitat 
des Effektors ausreichen. Erst die Einfiihrung der Acrylsaureseitenkette verstarkte 


¢ A.D. H. Heard u. A.D. Welch, Biochem. J. 29, 998 [1935]. 
7 P. Marquardt, Z. ges. exp. Med. 109, 448 [1941]. 
8 I. Rzymkowski, Pharmazie 3, 351 [1948]. 

® B. Matkovics, Naturwissenschaften 45, 131 [1958]. 
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die Wirkung betrachtlich. Zwischen der Kaffeesdure selbst und der Chlorogensaure 
konnte bei den vorliegenden Versuchen kein einwandfreier Aktivitatsunterschied 
festgestellt werden. 

Interessant ist in diesem Zusammenhang der Befund von Clark und Geiss- 
man!°, daB Chlorogensdéure die Adrenalinwirkung im gleichen MaBe verstarkt 
wie Rutin. 


Zusammenfassung 


Die Oxydation von Adrenalin durch Meerrettich-Peroxydase wird ‘bei Gegen- 
wart kleinster Mengen von Dihydroxyzimtsaureestern stark aktiviert. Ein Zusatz 
von Ascorbinsaure wirkt anfanglich stark hemmend, spater jedoch fordernd. 


Summary 
The oxydation of adrenaline by horse radish peroxidase is strongly activated 
by minute amounts of dihydroxy-cinnamic acid esters. Addition of ascorbic acid 
is at first inhibitory, but later stimulatory. 
10 W.G. Clark u. T. A. GeiBman, J. Pharmacol. exper. Therapeut. 95, 362 
[1949]. 








Uber Proteine und deren Abbauprodukte, XVI! 


Uber die Spezifitit der Kollagenase aus Clostridium histolyticum 
und ihre Anwendung zur Ermittlung der Primarstruktur des Kollagens 


(Vorlaufige Mitteilung) 
Von 
Kurt Heyns und Giinter Legler 
Aus dem Institut fiir Organische Chemie der Universitit Hamburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Mai 1959) 


- Die einzigen Enzyme, die natives Kollagen mit Sicherheit abbauen kénnen, 
sind Kollagenasen. die von den Mikroorganismen Clostridium histolyticum und 
Clostridium welchii als Exoenzyme gebildet werden?. Andere Proteine mit Aus- 
nahme der aus dem Kollagen gebildeten Gelatine werden nicht angegriffen. Da 
sowohl natives als auch denaturiertes Kollagen und Gelatine durch die Kollage- 
nasen gespaiten werden, miissen im Kollagen bestimmte Aminosiuresequenzen 
vorliegen, auf welche die Spezifitat dieser Enzyme abgestimmt ist und die in 
anderen Proteinen nicht vorkommen. Uber die Art dieser Spezifitat ist bis jetzt 
sehr wenig bekannt; spaltbare synthetische Substrate wurden mit Ausnahme 
eines gemischten Polykondensationsproduktes aus Prolin und Glycin*® noch nicht 
gefunden, obwohl schon zahlreiche aus Glycin, Prolin und Hydroxyprolin auf- 
gebaute Di- und Tripeptide untersucht worden sind?. 


Die Untersuchung der bei der Hydrolyse von Knochenkollagen durch die 
aus Kulturfiltraten von Cl. histoluticum isolierte Kollagenase freigesetzten carb- 
oxyl- und aminoendstandigen Aminosaiuren hatte das in Tab. 1 aufgefiihrte 
Ergebnis. Das ausschlieBliche Auftreten von Glycin am Aminoende* und die 
Vielfalt der am Carboxylende auftretenden Aminoséuren zeigen, da an der zu 
spaltenden Bindung die Aminogruppe des Glycins beteiligt ist und lassen ver- 
muten, daB in der Peptidkette —X—-Y—Gly—Z— nicht der Aminosiurerest Y 
spezifitatsbestimmend ist, sondern X oder Z. Die am Carboxylende freigesetzten 
Aminosauren waren dann nicht durch die Spezifitat des Enzyms bestimmt, sondern 
nur durch den Bau des Kollagens. Substratbindung und -aktivierung wiirden also 
bei der Kollagenase an weiter auseinander liegenden Stellen stattfinden als z. B. 
bei Trypsin und Chymotrypsin, bei denen die Aminosaure spezifitatsbestimmend 
ist, deren Carboxylgruppe an der zu spaltenden Bindung beteiligt ist. 


1 XV. Mitteil.: K. Heyns, H.F.Griitzmacher u. W. Walter, Liebigs 
Ann. Chem. 609, 224 [1957]. 

2 I. Mandl, H. Zipper u. L. T. Ferguson, Arch. Biochem. Biophysics 74, 
465 [1956]. 

3 W. Harrington u. P. H. v. Hippel, unveréffentlicht, zitiert nach 1. c.°%. 

* Das auBerdem gefundene N-terminale Phenylalanin und Leucin ist auf 
Spuren unspezifischer Proteinasen und Peptidasen zuriickzufiihren, denn Er- 
héhung der Enzymmenge und Verlingerung der Reaktionszeit lassen die Menge 
des N-terminalen Glycins konstant, wihrend Phenylalanin und Leucin ansteigen. 
Weniger stark gereinigte Kollagenasepraparate ergaben bei konstanter Glycin- 
menge auBer Phenylalanin und Leucin auch noch andere N-terminale Aminosauren. 
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Tab. 1. N- und C-terminale Aminosauren, die bei der Hydrolyse von Knochen- 
kollagen durch Kollagenase auftreten. 














N-term. Aminosauren | C-term. Aminosauren 
Mol/10° g Kollagen Mol/10° g Kollagen 
MON acs pe oh se de xp ee 156 10,8 
BN EANERA 95,8 eo) cng: -ca> SETS kre a 25,6 
OMENS coca se Nh Sox ar-ny Se te nel 1,0 a 
ee a oles SS es 3,5 — 
Phenylalanin. ....... 3,2 3,5 
Co ee ee” —_ 9,0 
TRVONE 4 5 a se SS = 5,5 
Asparaginsfure. ...... 0,5 2,0 
Glutaminsfure ....... 0,5 — 
UV HER Geen (ais eoee! ie Yornicy © — 3,0 
PAC Co a se nicht best. 30—40 
Pe is is se Ss si — 3,4 
Hydroxyprolin....... — 37,0 
164,7 ca. 138 





Vor kurzem berichteten nun Schrohenloher, Ogle und Logan‘ iiber die 
Isolierung der Tripeptide Glycyl-prolyl-alanin und Glycyl-prolyl-hydroxyprolin 
aus einem Kollagenasehydrolysat von Sehnenkollagen. Da auBerdem von Rich 
und Crick® fir das Kollagen eine Struktur vorgeschlagen wurde, bei der jede dritte 
Aminosaure Glycin ist und nach Schroeder und Mitarbb.* die Sequenz -glycyl- 
prolyl- relativ haufig ist, war anzunehmen, daB in der oben skizzierten Peptid- 
kette X oder Z oder beide Prolin sein miissen, damit die Bindung Y—gly durch 
Kollagenase gespalten werden kann. Es wurden deshalb einige Peptidderivate 
synthetisiert, die diesen Anforderungen entsprechen, und auf ihre Spaltbarkeit 
durch Kollagenase untersucht. Das Ergebnis dieser Versuche zeigt Tab. 2. 


Tab. 2. Eignung einiger Peptidderivate als Substrate fiir Kollagenase. 








Peptidderivat * Hydrolysegrad 
Cho-gly-gly-pro-NH, nur in Spuren hydrolysiert (1% nach 5 Stdn.) 
Cbo-pro-ala-gly-NH, nur in Spuren hydrolysiert (1% nach 5 Stdn.) 
Cho-ala-gly-pro-NHy, nach 5 Stdn. etwa 30% hydrolisiert 


Cbo-pro-ala-gly-pro-NH, nach | Stde. 80—90% hydrolysiert, 
nach 2 Stdn. Ausgangsmaterial nicht mehr nach- 
weisbar 





* Cho = Carbobenzoxy. 


Die Hydrolysenansitze wurden papierchromatographisch untersucht, wobei 
mit Ninhydrin und mit Chlor und o-Tolidin nach Reindel und Hoppe?’ angefarbt 
wurde. Die Flecke auf den mit Ninhydrin eingefirbten Chromatogrammen zeigten 


4 R. E. Schrohenloher, J. D. Ogle u. M. A. Logan, J. biol. Chemistry 
234, 59 [1959]. 

5 A. Rich u. F. H.C. Crick, Recent Advances in Gelatin and Glue Research, 
S. 20, Pergamon Press, London 1958. 

6 W. A. Schroeder, L. M. Kay, J. LeGette, L. Honnen u. C. F. Green, 
J. Amer. chem. Soc. 76, 3556 [1954]. 

7 F. Reindel u. W. Hoppe, Chem. Ber. 87, 1107 [1954], modifiziert nach 
P. W. G. Smith, persénl. Mitteilung. 





290 Proteine und deren Abbauprodukte, XVI Bd. 315 (1959) 


die fiir Peptide mit N-terminalem Glycin charakteristische Gelbfarbung, die erst 
nach einigen Stunden in Violett iiberging. Die Spaltung des Tetrapeptidderivates 
wurde gehemmt durch Athylendiamintetraacetat. Diese Hemmung lieB sich 
durch einen Uberschu8 von Calciumionen wieder aufheben, was nach Gallop, 
Seifter und Meilman® charakteristisch fiir Kollagenase ist. Eine Hemmung 
durch Cystein?® konnte jedoch nicht beobachtet werden. Die Hemmung durch 
a.’-Dipyridyl® wurde im Gegensatz zu den Beobachtungen der amerikanischen 
Autoren schon durch geringe Mengen Calciumchlorid (5-10-*m) aufgehoben. 
Moglicherweise bestehen in dieser Hinsicht Unterschiede zwischen den Kolla- 
genasen verschiedener Stémme von Cl. histolyticum. 

Aus den Werten von Tab. 1 und den sich aus unseren Versuchen ergebenden ~ 
Spezifitatsanforderungen der Kollagenase lassen sich in Verbindung mit der 
Aminosaurezusammensetzung des Kollagens folgende Schliisse ziehen: Die Menge 
des N-terminalen Glycins betragt 156 Mol/10° g Kollagen, die des insgesamt vor- 
handenen Prolins nur 127 Mol/10° g. Es ist also anzunehmen, daB in der Amino- 
siurefolge -pro-X-gly-pro- an Stelle des Prolins auch Hydroxyprolin stehen kann. 
Weiter lassen sich aus unseren Messungen Minimal- und Maximalwerte fiir den 
Anteil der Kollagenkette machen, der mit dem Modell von Rich und Crick® 
iibereinstimmt, wenn man die Dreierperiode dieses Modells -X,-X,-gly- einengt 
auf -P-X-gly- (P = Prolin oder Hydroxyprolin). Nach den Untersuchungen von 
GraBmann und Mitarbb.!° hat zumindest beim Prokollagen ein Teil der Kette . 
eine andere Sequenz als das Modell. Der Mindestanteil von 43% liegt vor, wenn 
sehr ausgedehnte Bereiche der Modellstruktur abwechseln mit ausgedehnten 
Bereichen anderer Anordnung, da dann auf jede gespaltene Bindung nur drei 
Aminosaurereste entfallen. Der Maximalanteil von 65% wiirde sich ergeben, wenn 
drei aufeinander folgende Einheiten -P-X-gly- (entsprechend 4,5 Aminosaurereste/ 
gespaltener Bindung) abwechseln mit fiinf Aminoséuren anderer Reihenfolge. 
Die noch denkbare Modglichkeit von zwei aufeinander folgenden Einheiten 
-P-X-gly-, entsprechend sechs Aminosiureresten pro Bindung, wiirde einem 
Anteil von 87% entsprechen. Sie ist jedoch identisch mit einem vollstandigen 
Aufbau des Kollagens aus Siebenerperioden -P-X-gly-P-X-gly-X-, der jedoch 
schon auf Grund der Isolierung der Tripeptide Glycyl-prolyl-alanin und Glycyl- 
prolyl-hydroxyprolin in relativ hohen Ausbeuten nicht méglich ist. Sie kann 
jedoch in geringem Umfang auftreten und so den Maximalanteil von 65% noch 
etwas erhdhen. 

Uber experimentelle Einzelheiten und kinetische Messungen auch an anderen 
Peptiden soll spaiter ausfiihrlich berichtet werden. 


Zusammenfassung 
Die Substratspezifitat der Kollagenase aus Clostridium histolyticum konnte 
mit Hilfe synthetischer Substrate aufgeklart werden. Die sich daraus ergebenden 
Folgerungen fiir die Primarstruktur des Kollagens werden diskutiert. 


Summary 
The substrate specificity of Clostridium histolyticum collagenase has been 
elucidated by means of synthetic substrates. The consequences regarding the 
primary structure of collagen are discussed. 
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